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RESUMEN 
 
Los cnidarios son animales ecológicamente importantes en ecosistemas marinos como 
los arrecifes de coral, en los que ha aumentado la incidencia de enfermedades en los 
últimos años, debido a numerosos cambios ambientales. Por ser animales basales, los 
cnidarios aportan información importante sobre la evolución de los genes que forman 
parte del sistema inmunitario en metazoos. Sin embargo, son organismos en los que no 
se han realizado suficientes estudios y el conocimiento de su respuesta inmune y las 
moléculas que en ella participan, aún es incipiente. En este trabajo se realizó un reto 
inmune a colonias cultivadas del hidrozoo marino colonial Hydractinia symbiolongicarpus 
con exposición a altas concentraciones de bacterias marinas Gram-positivas y Gram-
negativas. Muestras de animales control y con tratamiento fueron usadas para 
secuenciación con la plataforma Illumina. Se generó una base de datos transcriptómica a 
partir de 67’051,669 secuencias filtradas por calidad y sin redundancia. Se usó el 
programa Trinity para ensamblar el transcriptoma y se obtuvieron 116,924 contigs con un 
tamaño promedio de 981 pb y un tamaño de 14,407 pb para el contig más largo. A través 
de BLAST recíproco se encontró que 25,406 de los contigs obtenidos son ortólogos 
putativos de genes que se han encontrado también en otras especies de cnidarios de las 
que se dispone información genómica: Hydra magnipapillata, Acropora digitifera y 
Nematostella vectensis. Para la anotación del transcriptoma se comparó con las bases de 
datos RefSeq, Uniprot/Swissprot, Gene ontology (GO) y KEGG. En total 70,666 contigs 
fueron anotados de esta manera. Para detectar transcritos candidatos a participar en el 
sistema inmune se hizo una lista de palabras clave con 130 términos relacionados con el 
sistema inmune, divididos en tres módulos: reconocimiento, señalización y efector. Los 
7,831 contigs que conforman el inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus propuesto 
en este trabajo fueron detectados de esa manera. Se encontró una gran diversidad de 
transcritos que codifican para lectinas, moléculas de adhesión, peptidasas y proteasas, 
mientras que los receptores similares a Toll (TLR) y similares a NOD (NLR) no estuvieron 
presentes y sus vías de señalización se encontraron truncadas. Un análisis de expresión 
diferencial in silico usando la herramienta EdgeR permitió descubrir 5,988 contigs 
diferencialmente expresados en el tratamiento bacteriano con respecto al control, 
incluyendo genes que codifican para lectinas tipo C, moléculas de alorreconocimiento, 
peptidasas y proteasas, entre otros. La secuenciación de alto rendimiento de la plataforma 
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Illumina permitió obtener un borrador del transcriptoma del organismo H. 
symbiolongicarpus a partir del cual se pudieron obtener moléculas candidatas a participar 
en el sistema inmune de este organismo. Este estudio sugiere una muy alta complejidad 
del sistema inmune de los cnidarios, así como una alta conservación de los genes de 
respuesta inmune en metazoarios. La traducción de estas moléculas a proteínas en el 
organismo de estudio, la presencia de los dominios predichos en las mismas y  su 
participación en el sistema inmune debe ser comprobada en futuros estudios funcionales.  
 
 
PALABRAS CLAVE 
Hydractinia symbiolongicarpus, Inmunología, Transcriptómica, Secuenciación de Illumina, 
Expresión Diferencial  
	   3	  
  
ABSTRACT 
 
Cnidarians are ecologically important animals in marine ecosystems like coral reefs, where 
the incidence of disease has raised in the past years due to numerous environmental 
changes. For being basal animals, cnidarians give important information on the evolution 
of the genes that take part in the immune system of metazoans. However, they are 
organisms in which few studies have been carried out and the knowledge about their 
immune response and the molecules that participate in it still remains incipient. In this 
work, cultured colonies of marine hydrozoan Hydractinia symbiolongicarpus were 
challenged with exposure to high concentrations of marine Gram-positive and Gram-
negative bacteria. Samples of control animals and treated animals were used for 
messenger RNA (mRNA) sequencing using the Illumina platform. A transcriptomic 
database was generated from 67,051,669 raw reads pre-filtered by quality and 
redundancy levels. Trinity software was used to assemble the transcriptome draft and 
116,942 contigs with an average size of 981 bp were obtained, where the longest contig 
was 14407 bp long. Through reciprocal blast 25,406 of the obtained contigs were found to 
be putative orthologs from genes found in other cnidarian species for which genomic 
information is available: Hydra magnipapillata, Acropora digitifera y Nematostella 
vectensis. For transcriptome annotation the obtained contigs were compared through blast 
with the databases: RefSeq, Uniprot/Swissprot, Gene ontology (GO) and KEGG. A total of 
70,666 contigs were annotated this way. To detect candidate transcripts to participate in 
the immune system the transcriptome was searched with a key word list of 130 immune-
related terms divided in three modules: recognition, signaling and effector. In this way the 
7,831 contigs that conform the immunotranscriptome of H. symbiolongicarpus were 
identified. A great diversity of transcripts coding for lectins, adhesion molecules, 
peptidases and proteases were present, while transcripts coding for Toll-like receptors 
(TLRs) or NOD-like receptors (NLRs) were not found and their signaling pathways were 
found to be incomplete. An in silico differential expression analysis using the EdgeR tool 
allowed the discovery of 5,988 differentially expressed contigs in the bacterial treatment 
compared to the control, including genes coding for C-type lectins, allorecognition 
molecules, peptidases and proteases, among others. High throughput sequencing of the 
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Illumina platform allowed the generation of a transcriptome draft for organism H. 
symbiolongicarpus, from which candidate molecules to participate in the immune system 
of this organism were obtained. This study shows a high complexity of  the immune 
system of cnidarians as well as high conservation of immune-related genes in metazoans. 
The translation of these molecules to proteins in the study organism, the presence of the 
predicted domains in those proteins and their actual participation in the immune system 
must be proven by future functional experiments.  
 
 
KEY WORDS 
Hydractinia symbiolongicarpus, Immunology, Transcriptomics, Illumina sequencing, 
Differential Expression  
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INTRODUCCIÓN 
Los arrecifes de coral son uno de los ecosistemas más biodiversos del planeta [1, 2]. 
Estos, sin embrago, están desapareciendo a tasas alarmantes debido en gran parte a la 
emergencia de enfermedades de corales de carácter infeccioso. Como en cualquier 
condición infecciosa, el balance salud/enfermedad resulta de una compleja interacción 
entre microorganismos, factores medioambientales y la competencia inmunológica del 
hospedero cnidario [3, 4]. En las últimas dos décadas, esfuerzos importantes se han 
enfocado en caracterizar potenciales agentes etiológicos de las enfermedades de corales, 
así como también en entender los factores ambientales asociados a su emergencia. No 
obstante, los mecanismos de respuesta inmune en cnidarios hasta ahora se están 
empezando a investigar [5-7]. Una primera aproximación al estudio del sistema inmune 
de cnidarios requiere, por un lado, un modelo apropiado, y por el otro, una metodología 
eficiente que permita identificar simultáneamente genes activados después de un reto 
inmunológico. El modelo animal debe ser representante del filo, de fácil cultivo y rápido 
crecimiento, accesible en la naturaleza y susceptible de aplicar técnicas contemporáneas 
de biología celular y molecular. El hidrozoario marino Hydractinia symbiolongicarpus 
representa ese modelo [7-12]. Este organismo ha sido ampliamente usado en 
investigación en ecología, desarrollo y genética, y su cultivo se ha establecido desde hace 
varios años en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia. La 
metodología para el estudio del sistema inmune del modelo H. symbiolongicarpus es la 
secuenciación del transcriptoma de colonias retadas inmunológicamente mediante la 
plataforma Illumina. 
	  
En este proyecto se identificó una amplia variedad de genes de respuesta inmune en H. 
symbiolongicarpus después de un reto bacteriano con bacterias Gram-positivas y Gram- 
negativas.	   Mediante el uso del analizador genético de Illumina HiSeq 2000 se 
secuenciaron los transcriptomas de tres colonias correspondientes a un tiempo temprano 
post-reto, un tiempo tardío post-reto y una muestra control no retada. Esta aproximación 
experimental permitió obtener un borrador anotado del transcriptoma H. 
symbiolongicarpus, así como también evaluar los cambios de expresión génica global 
como consecuencia de la exposición a las bacterias [13-15]. Los genes identificados se 
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categorizaron dentro de los tres módulos funcionales del sistema inmune: reconocimiento, 
señalización intracelular y mecanismos efectores.  
La caracterización del inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus es un punto de 
partida fundamental para entender el funcionamiento del la respuesta inmune en 
cnidarios, y de las fuerzas evolutivas que han moldeado el sistema inmune en animales.  
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JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Colombia es un país que tiene 2860 km2 de áreas de arrecife de coral, que contribuyen de 
manera importante a la economía de las comunidades costeras [16]. Miles de especies 
que allí se encuentran, hacen una gran contribución a la diversidad del país. Siendo este 
un ecosistema tan importante, también ha sido víctima de diversas presiones como el 
calentamiento global y la contaminación del agua, la sobrepesca y el aumento en la 
incidencia de enfermedades [1].  
Los cnidarios, al ser animales filogenéticamente distantes del hombre y compartir un 
hábitat diferente, se han dejado de lado en muchos aspectos de la investigación del 
sistema inmune. Este estudio se ha empezado a tratar formalmente sólo en las últimas 
décadas. El fruto de estas investigaciones ya ha mostrado una amplia gama de moléculas 
que parecen participar en la inmunidad y sugiere que la vasta mayoría de los 
componentes del sistema inmune de estos organismos está aún por conocerse [17, 18]. 
El entendimiento de la respuesta inmune de los cnidarios ante las infecciones de origen 
bacteriano es relevante para un país como Colombia, que necesita desarrollar estrategias 
para la conservación de los arrecifes de coral [1, 16]. Adicionalmente, esta área de 
estudio es importante en el descubrimiento de sustancias naturales con posible uso 
industrial o farmacológico [19].  
H. symbiolongicarpus como modelo ha demostrado ser versátil, y de fácil crecimiento, 
propagación y manipulación en el laboratorio [8]. Sólo en un organismo que presenta 
estos beneficios prácticos, es posible hacer un estudio holístico para identificar moléculas 
de respuesta inmune contra bacterias, que una vez hayan sido validadas y 
caracterizadas, harán más fácil descifrar su participación en la dinámica de las 
enfermedades en el ambiente natural.     
Según lo anterior, la pregunta de investigación que pretende resolver este trabajo es: 
¿cuáles son los genes de relevancia para el sistema inmune en H. symbiolongicarpus que 
cambian su expresión ante un reto bacteriano en el modelo de estudio?     
Hasta la fecha, el estudio del sistema inmune en cnidarios se ha llevado a cabo en unos 
pocos organismos modelo, detectando y caracterizando una molécula candidata a la vez 
usando métodos de estudio transcriptómico de bajo rendimiento como lo son los ESTs 
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(Expressed Sequence Tags), SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) o CAGE (Cap 
Analysis of gene Expression) [13, 20]. Se hizo necesario el uso de las nuevas tecnologías 
de alto rendimiento para poder dar un enfoque sistemático al estudio de la inmunidad en 
cnidarios, para acelerar el descubrimiento de moléculas de respuesta inmune y plantear 
un modelo holístico de la dinámica de este sistema. Este conocimiento también permite 
ampliar la información disponible para el estudio de la evolución de los sistemas inmunes 
en animales y determinar cuáles estrategias se conservan desde el ancestro metazoo y 
cuáles han sido desarrolladas de manera taxón-específica.  
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MARCO TEÓRICO 
	  
1. Biología de Hydractinia symbiolongicarpus 
 
El filo Cnidaria está dividido en cuatro clases: Antozoa, Hydrozoa, Scyphozoa y Cubozoa. Todos sus 
miembros son acuáticos y el 99% de ellos son marinos [21, 22]. Hydractinia symbiolongicarpus, 
pertenece a la clase Hydrozoa, tiene un ciclo de vida sésil (sin fase de medusa), es dioico y colonial. 
Las poblaciones naturales de la especie se distribuyen a lo largo de la costa noreste de Norteamérica y 
las colonias se establecen sobre conchas de moluscos ocupadas por cangrejos ermitaños de la 
especie Pagurus longicapus [23-25]. La presencia de esta especie no ha sido reportada en Colombia. 
Una colonia de H. symbiolongicarpus se compone de cuatro tipos de pólipos unidos por una red de 
canales gastrovasculares embebidos en dos capas epiteliales que forman una mata estolonal. Los 
tipos de pólipos son: gastrozoides, que desarrollan tentáculos y están encargados de la alimentación; 
gonozoides, que se especializan en la reproducción; dactilozoides y tentaculozoides, ambos 
encargados de la defensa de la colonia. Los gonozoides producen sacos translúcidos llamados 
gonóforos, que contienen a los gametos [8, 22, 24]. El modelo cuenta con una población de células 
pluripotentes llamadas células intersticiales (células-i), de las cuales se originan células germinales, 
glandulares, nerviosas, musculares, epiteliales y cnidocitos [26]. Las células-i viajan por toda la colonia 
usando los espacios intersticiales de los epitelios [27].  
H. symbiolongicarpus es una especie de fecundación externa, en la que los gametos son liberados al 
agua circundante. Una vez se produce la fertilización, el embrión se desarrolla hasta producir una larva 
plánula de vida libre, que se establece sobre el sustrato en el momento de la metamorfosis. La 
metamorfosis de esta larva es inducida por factores ambientales y se ha observado que puede ser 
estimulada por biopelículas bacterianas de los géneros Pseudoalteromonas sp. y Alteromonas sp., 
presentes en las conchas del molusco [27-29]. El proceso de metamorfosis da como resultado un 
pólipo primario que proyecta estolones a partir de los cuales se generan nuevos pólipos, haciendo 
crecer a la colonia. Los pólipos tienen una distribución controlada en el espacio. Al madurar, los 
nuevos gonozoides liberan gametos al medio que se fecundan y vuelven a repetir el ciclo (Figura 1) [8, 
26, 27].  
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FIG 1: Ciclo de vida de H. symbiolongicarpus (Modificado de Soza-Ried, 2009 [30])     
 
La especie H. symbiolongicarpus tiene características interesantes que la hacen un buen modelo 
biológico: es fácil de mantener y reproducir en el laboratorio, ya que las condiciones de cultivo se 
encuentran estandarizadas [8]; se han aplicado numerosas técnicas moleculares como la generación 
de animales transgénicos y resulta un modelo representativo de los hidrozoos por su hábitat y estilo de 
vida. Desde hace varios años Hydractinia se ha configurado como un modelo de estudio en ecología, 
embriología, biología del desarrollo, regeneración e inmunología [7]. Otra especie hermana que es 
usada como modelo de investigación es Hydractinia echinata, que se puede encontrar en la costa 
noroeste de Europa [8, 22]. Otros modelos importantes de cnidarios son varias especies del género 
Hydra (Hydrozoa), Nematostella vectensis (Antozoa), Anthopleura elegantissima (Antozoa), Aiptasia 
pallida (Antozoa) y varias especies del género Acropora (Antozoa) [31]. La clase Antozoa está 
representada por modelos solitarios (N. vectensis) o coloniales (Acropora sp.), todos marinos, lo cual 
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representa el estilo de vida predominante de los miembros de la clase. Sin embargo, las especies de 
Hydra, los modelos hidrozoos más estudiados, no son representativos de su clase ya que tienen un 
estilo de vida solitario y tiene su hábitat en ecosistemas de agua dulce [7, 8, 22]. La mayoría de los 
hidrozoos son coloniales y marinos, por lo cual H. symbiolongicarpus resulta ser un excelente modelo.   
 
2. Inmunidad de Cnidarios 
 
Los cnidarios son organismos compuestos principalmente por epitelios que delimitan cavidades y 
conductos internos. No poseen un tipo de células inmunológicas especializadas, así que la función 
inmune es asumida principalmente por las células epiteliales [5]. Estas células cumplen su función en 
inmunidad actuando como barreras físicas, mediando la interacción con bacterias simbiontes, 
reconociendo moléculas exógenas, produciendo efectores y manteniendo la integridad de los tejidos 
[5, 32, 33]. A continuación se explorarán los mecanismos por medio de los cuales se ha visto que 
funciona el sistema inmune de los metazoos en respuesta a bacterias, considerando cuatro módulos 
principales: la función de los epitelios como barreras físicas, el reconocimiento de señales de peligro, 
las moléculas de señalización de la respuesta inmune y las moléculas efectoras.    
 
2.1 Barreras	  físicas:	  Primera	  línea	  de	  defensa	  
 
Al encontrarse una amenaza patológica exógena con un cnidario, el primer obstáculo que encuentra es 
una barrera física epitelial muy difícil de franquear en condiciones de equilibrio [34, 35]. Las células 
que componen los epitelios de los cnidarios tienen función tanto fagocítica como secretora [5]. En 
Hydra sp. se ha observado que las células gastrodermales se encargan de la fagocitosis de bacterias 
que se encuentran en la cavidad gastrovascular y también conforman una mucosa. Las células 
ectodermales proveen protección a través del glicocálix y la secreción de moco [5, 36]. La constante 
proliferación de células totipotentes permite que las células dañadas sean reemplazadas rápidamente, 
lo cual le da versatilidad a la restitución epitelial [5].      
Los epitelios poseen estrechas relaciones simbióticas especie-específicas con bacterias, que se 
mantienen por una unión de receptor-ligando. Estas bacterias que se encuentran asociadas a los 
epitelios de los cnidarios son diferentes a las que se encuentran en la columna de agua [5, 37]. La 
composición de esta microbiota es constante en colonias sanas, incluso comparando individuos recién 
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extraídos del hábitat natural con aquellos que llevan generaciones sucesivas en cultivo, lo que sugiere 
que los epitelios seleccionan rigurosamente a las bacterias que se asocian a él [37-39]. No se ha 
estudiado a fondo el lugar donde se encuentran estas bacterias en simbiosis. Algunas han sido 
encontradas en el espacio intracelular, otras se encuentran formando parte de una biopelícula sobre el 
epitelio, la cual sirve como una barrera física contra la fijación y colonización de nuevas bacterias 
transeúntes y la proliferación descontrolada de poblaciones bacterianas [5, 40]. Se propone que la 
microbiota contribuye a la respuesta inmune de los cnidarios no sólo por conformar una barrera física 
protectora, sino también por producir sustancias efectoras [37]. Aún falta explorar de qué manera el 
sistema inmune de los cnidarios modula la interacción con estos simbiontes en condiciones normales y 
cómo controla los comportamientos anómalos que pueda presentar la microbiota en condiciones 
alteradas [5, 41].           
 
2.2 Moléculas	  de	  reconocimiento	  	  
 
Existe un grupo de receptores cuya función es detectar moléculas constitutivas de microorganismos 
como el peptidoglicano, la flagelina o el lipopolosacárido (LPS) exclusivo de bacterias Gram-negativas 
y los ácidos teicoicos y lipo-teicoicos (LTA) exclusivos de bacterias Gram-positivas. También detectan 
ARN de doble cadena de virus y β-glucanos de hongos, entre otras moléculas consideradas patrones 
moleculares asociados a microbios (MAMPs, del inglés Microbe Associated Molecular Patterns) [33, 
42, 43]. Adicionalmente, estos receptores detectan otras señales de daño celular, como proteínas 
intracelulares liberadas por células necróticas, llamadas alarminas [44]. Las proteínas encargadas del 
reconocimiento de patrones moleculares generalmente tienen uno de tres dominios de interacción con 
otras moléculas: dominios de repeticiones ricas en leucina (en inglés LRRs de Leucin Rich Repeat), 
dominios de inmunoglobulina o dominios de lectina [9].  
En animales, el dominio LRR se encuentra en los receptores de superficie celular o secretados tipo 
Toll (TLRs: Toll-Like Receptors), que se caracterizan por tener un dominio receptor de interleukina-1 
(TIR), que permite la señalización intracelular [45, 46]. El dominio LRR también se encuentra en los 
receptores citoplasmáticos de unión a nucleótido y oligomerización (NLRs: del inglés “NOD-like 
receptors”). Los receptores NLR canónicos de vertebrados tienen un dominio LRR de reconocimiento, 
un dominio de unión a nucleótido (ej. NACHT) y un dominio capaz de transmitir la señal (ej. CARD) 
[44, 47].  
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Estos dominios han sido detectados en estudios de expresión en cnidarios, encontrándose receptores 
TLR canónicos (LRR + TIR) en Nematostella vectensis. En esta especie también se han observado 
receptores transmembranales con el dominio TIR intracelular y dominios de inmunoglobulina 
extracelulares que son designados como receptores de interleucinas [48]. En los corales Acropora 
millepora y Acropora palmata, se han encontrado receptores con el dominio TIR citoplasmático, pero 
sin ningún dominio de reconocimiento extracelular [45, 48]. En el genoma recientemente secuenciado 
del coral Acropora digitifera, se detectó un complejo repertorio de TLRs canónicos, proteínas con el 
dominio TIR y 468 genes codificando el dominio NACHT [49]. En Hydra sp. no se ha identificado 
ningún receptor TLR canónico. Sin embargo, el dominio LRR extracelular está presente en la molécula 
transmembranal HyLRR-2 y el dominio TIR intracelular se encuentra en la proteína HyTRR-1, lo que 
sugiere que actúan conjuntamente para transmitir la señal [5]. También en Hydra sp. se han 
encontrado receptores NLR como HyNLR, pero que no poseen en su arquitectura el dominio LRR, lo 
que podría sugerir que la proteína que lo contiene necesite un adaptador para poder realizar el 
reconocimiento de MAMPs. En este organismo adicionalmente se encontraron 113 dominios NACHT 
sin ningún otro dominio acompañante [47]. Como pasa en Hydra sp., en el anfioxo Branchiostoma 
floridae también es posible encontrar hasta 1,363 transcritos que codifican para proteínas con 
dominios de LRRs citoplasmáticas, transmembranales o secretadas fuera de la célula sin ningún otro 
dominio de señalización [50], demostrando que este no es un fenómeno aislado en el reino animal. La 
función de estas moléculas está aún por descubrirse.  
Los dominios de inmunoglobulina permiten la interacción proteína-ligando, permitiendo el 
reconocimiento específico o genérico de diversas moléculas. Por eso son dominios característicos del 
sistema inmune de vertebrados e invertebrados [51]. En H. symbiolongicarpus se ha determinado que 
las moléculas Alr1 y Alr2 de la superfamilia de las inmunoglobulinas controlan en parte el fenómeno del 
alorreconocimiento, o la distinción entre tejidos propios y de miembros no relacionados genéticamente 
de la misma especie [52].  
Las lectinas son dominios de unión a carbohidratos que también tienen una función inmune de 
reconocimiento de patrones moleculares, al interactuar con componentes de la envoltura celular de 
bacterias y hongos [53]. Existen diversas lectinas y variadas clasificaciones de las mismas, pero 
aquellas que son importantes en el contexto del sistema inmune son: las galectinas, las lectinas tipo C, 
las pentraxinas, las ficolinas y las taquilectinas. Algunos autores clasifican a las lectinas de unión a 
ramnosa entre las galectinas, mientras que otros las ubican en un grupo aparte [53-55]. Las lectinas de 
unión a ß-galactósido, o galectinas, se caracterizan por tener al menos un dominio de galectina y su 
función está relacionada con la adhesión celular, la diferenciación y la unión a carbohidratos 
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microbianos [53, 54]. Las lectinas tipo C se caracterizan por tener dominios de reconocimiento de 
carbohidratos, son dependientes de calcio y generalmente son receptores de membrana, excepto las 
colectinas que son proteínas solubles [56]. Las pentraxinas son lectinas solubles caracterizadas por 
tener una estructura cíclica multimérica. En mamíferos, las pentraxinas están involucradas en la 
respuesta al daño tisular, en el proceso inflamatorio y en la infección. Su principal función es de 
opsonización y puede unirse a cuerpos apoptóticos o a patógenos [55]. Las ficolinas y taquilectinas 
son lectinas secretadas basadas en dominios de fibrinógeno que participan en procesos similares a las 
pentraxinas [53, 55].   
En H. symbiolongicarpus se han detectado dos lectinas con posible función en inmunidad. La primera 
es Rhamnospondina, una lectina de unión a ramnosa con repeticiones de dominios de trombospondina 
que puede funcionar como una molécula opsonizadora secretada [9, 10]. La segunda es el cnPolydom 
que aumenta su perfil de expresión ante retos bacterianos y fúngicos. Esta molécula puede funcionar 
como un péptido extracelular de detección de microorganismos o como un andamio que permite la 
señalización inmune, ya que es una proteína que presenta múltiples dominios, entre ellos el dominio 
pentraxina [11]. En el genoma de N. vectensis se ha predicho la presencia de 67 genes con al menos 
un dominio de lectina [57].   
Una familia especial de moléculas de reconocimiento son las proteínas de unión a lipopolisacárido, 
miembros de la familia de proteínas solubles con dominios BPI/LBP/PLUNC. Estas moléculas se unen 
a los lípidos A de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. En mamíferos, esta proteína se 
encarga de procesar el LPS para que pueda ser reconocido por receptores de patrones moleculares 
típicos como los TLRs [58]. Estas proteínas han sido previamente reportadas en N. vectensis y H. 
magnipapillata, organismos en los cuales las vías de los TLRs están reportadas.   
Un último grupo de proteínas de reconocimiento de MAMPs lo componen los receptores scavenger 
(carroñeros) los cuales comprenden una familia de receptores transmembranales, no relacionados 
estructuralmente, que comparten la función de unión a lipoproteínas de baja densidad modificadas [45, 
59]. Se ha demostrado que estos receptores pueden unirse al LPS y LTA de la envoltura celular de 
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas [59]. Este receptor ha sido encontrado en el antozoo 
Anthopleura elegantissima que sostiene relaciones simbióticas con algas del género Symbiodinium sp. 
[60].    
Al ser los cnidarios animales basales también aportan evidencia sobre el origen de la multicelularidad 
en metazoos. El origen de la multicelularidad implica mantener juntas células de un mismo organismo 
para formar tejidos que mantienen al margen las células de otros organismos, lo que supone otra 
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forma de reconocimiento de lo propio y lo extraño y de allí su posible relación con el sistema inmune. 
Algunas de las moléculas de adhesión que mantienen cohesión entre las células en animales, se han 
encontrado en los parientes unicelulares más cercanos cumpliendo funciones de detección de señales 
externas [61]. Existe una gran variedad de moléculas de adhesión, pero entre las más importantes 
encontramos a las cadherinas, integrinas y selectinas. Las cadherinas son las moléculas principales 
encontradas en las uniones adherentes entre células y están presentes en todos los grupos animales 
estudiados hasta la fecha. Son transmembranales y tienen un número variable de dominios 
extracelulares de cadherina, mientras que a nivel intracelular interactúan con andamios que las 
conectan al citoesqueleto de actina [62]. Las integrinas son moléculas transmembranales exclusivas 
de animales que median la adhesión entre células y la matriz extracelular. Las integrinas funcionan 
como heterodímeros de subunidades α y β que también participan en señalización intracelular. 
Subunidades de integrinas α y β han sido encontradas en los cnidarios N. vectensis, A. millepora y el 
hidrozoo P. carnea [63]. Las selectinas son lectinas tipo C transmembranales especializadas en el 
reconocimiento de carbohidratos propios [53, 56]. En mamíferos, las selectinas son receptores 
endoteliales que juegan un papel importante en la vigilancia de células inmunes [64]. Aunque estas 
moléculas no jueguen un papel directo en la detección de patógenos, su papel en el mantenimiento de 
la integridad de los tejidos y su capacidad de interacción con otras proteínas endógenas y exógenas 
las hace atractivas en estudios del sistema inmune de organismos basales no modelo. Un último tipo 
de moléculas de adhesión de interés inmunológico son aquellas con repeticiones de trombospondina 
tipo 1 (TSP1) [9]. En mamíferos estas median la fijación celular, se unen a glicosaminoglicano, inhiben 
la angiogénesis, activan la  vía de señalización del factor de Necrosis Tumoral Beta (TGFß) e inhiben 
metaloproteinasas de la matriz extracelular [65].  
 
2.3 Moléculas	  de	  señalización	  
 
La detección de patógenos por parte de los distintos integrantes del módulo de reconocimiento activa 
rutas de señalización que regulan la expresión génica. La acción sinérgica de todas ellas puede 
terminar en la supervivencia celular a través de la activación de un proceso inflamatorio mediado por 
moléculas efectoras o en la muerte con el proceso de apoptosis [48].  
La vía de señalización más estudiada es la de los receptores TLR que depende del adaptador MyD88 
y el reclutamiento de otras proteínas como IRAK, TRAF y TAK1, para llevar a la expresión de genes 
efectores y pro-inflamatorios por medio de los factores de transcripción NF-κβ o c-JUN [66, 67]. La vía 
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de señalización de los NLRs converge con la de los TLRs, pero adicionalmente puede llevar a la 
apoptosis [47] Candidatos de proteínas características de estas vías de señalización intracelular, como 
adaptadores con el dominio DEATH, MyD88 y el factor de transcripción NF-κβ se han encontrado en 
cnidarios [48]. La apoptosis es un proceso de muerte celular programada en el que una cascada 
proteolítica de cisteína-proteasas llamadas caspasas lleva finalmente a la muerte no necrótica de la 
célula. Homólogos de varias caspasas y de la molécula de señalización Bcl-2 se han encontrado en 
cnidarios, incluidos H. magnipapillata, H. echinata y varias especies de antozoos [68, 69].  
Otras rutas de señalización relevantes para el sistema inmune en cnidarios por activar la producción 
de moléculas efectoras o por iniciar el proceso apoptótico son: MAPK a través de la señalización por 
FGF [70], Wnt [71], Notch, Hedgehog y PI3K.     
 
2.4 Moléculas	  efectoras	  
 
El módulo efector del sistema inmune es aquel que media directamente la interacción entre el 
hospedero, su microbiota asociada y los patógenos. Son moléculas que tienen una actividad capaz de 
regular los tamaños poblacionales bacterianos o fúngicos [5]. Dentro de las moléculas efectoras 
presentes en cnidarios se han encontrado tanto péptidos antimicrobianos, como serin-proteasas y 
proteínas con componentes del sistema complemento. Entre los péptidos antimicrobianos, se 
encuentran moléculas restringidas evolutivamente a un solo taxón, como es el caso de la Arminina-1 
[72] y la Periculina-1 [39] de Hydra sp., sin presentar homólogos en otros cnidarios. En ambos casos 
se trata de proteínas inactivas que al clivarse descubren un extremo catiónico que desestabiliza las 
paredes y membranas bacterianas [5]. El péptido catiónico Aurelina también se encuentra restringido 
taxonómicamente al escifozoo Aurelia aurita [73]. Un péptido con actividad antimicrobiana que sí 
presenta homólogos en otros taxones ha sido caracterizado en Hydra sp. como Hydramacina-1 [74]. 
Este péptido parece interferir con la comunicación bacteriana, produciendo la agregación de las células 
y un fenotipo similar al de la apoptosis con conservación de la integridad de las membranas [5]. 
Algunos de estos péptidos antimicrobianos, como la Periculina-1, no sólo se expresan en presencia de 
células procariotas sino también cuando hay alarminas como urato de monosodio y ácidos nucléicos 
en el entorno extracelular  [34]. Kazal-2, la inhibidora de serin-proteasas identificada en Hydra sp. 
presenta fuerte actividad antimicrobiana, tal vez inhabilitando la actividad de serin-proteasas exclusivas 
de bacterias [75]. Un péptido antimicrobiano de animales que ya ha sido detectado en cnidarios es la 
proteína bactericida aumentadora de la permeabilidad (BPI de su sigla en inglés Bactericidal 
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Permeability-Increasing) [48]. Esta proteína tiene actividad contra bacterias Gram-negativas al 
neutralizar y capturar la endotoxina LPS [76, 77]. 
Entre las moléculas efectoras de cnidarios también se incluyen aquellas que forman parte del sistema 
complemento. El sistema complemento caracterizado en mamíferos es un complejo sistema de 
defensa con más de 30 componentes. El componente central del sistema es la proteína tioester C3, 
que después de ser activada por mecanismos de reconocimiento, induce diversos sistemas efectores 
que inducen lisis de microorganismos o promueven su fagocitosis [78]. Se han encontrado homólogos 
de los componentes C3, Factor B y Serin-proteasas de unión a manosa (MASP) en N. vectensis y 
dominios perforina característicos del complejo de ataque a membrana (MAC/PF) de mamíferos en A. 
millepora. Sin embargo, en Hydra no se han encontrado estos genes, sugiriendo que el género pudo 
haberlos perdido [48].    
En octocorales (antozoa) se ha caracterizado la funcionalidad de la cascada de la fenoloxidasa (PO), 
que lleva a la producción de melanina y genera una agregación de células fagocíticas que remueven 
microorganismos [6]. Tales células no se han descrito en hidrozoos.  
Las sintasas de monóxido de nitrógeno (NO) son enzimas que producen este radical del nitrógeno a 
partir de arginina y oxígeno molecular [79, 80]. El NO es una molécula de señalización que puede 
funcionar como neurotransmisor o vasodilatador en mamíferos a bajas concentraciones. A altas 
concentraciones ha mostrado actividad citotóxica [81]. Las sintasas de NO han sido caracterizadas en 
cnidarios atribuyéndoseles funciones de neurotransmisión, ensamblaje de las simbiosis con algas, 
descarga de nematocistos y actividades efectoras [82].     
Otro importante grupo de moléculas efectoras son las proteasas, peptidasas y proteinasas, que se 
encargan de digerir polipéptidos o proteínas de distinta complejidad. Entre ellas se destacan las 
catepsinas, que son proteasas lisosomales encargadas del reciclaje peptídico, el procesamiento de 
antígenos, activación de caspasas e inducción de la apoptosis independiente de caspasas [83, 84]. 
También cabe mencionar la astacina, una metaloproteinasa encargada de la diferenciación tisular, el 
ensamblaje de la matriz extracelular, la digestión y el desarrollo [85].      
Se evidencia con lo poco que se conoce hasta el momento, que el sistema inmune de los cnidarios es 
complejo y consta de múltiples y diversos componentes la mayoría de los cuales aún son 
desconocidos.   
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3. Secuencias disponibles de Cnidarios 
 
En la figura 2 se muestran el número de secuencias de cnidarios consignadas en las bases de datos 
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) al frente de cada clase del filo. Se encuentran borradores 
disponibles de la secuencia de los genomas de H. magnipapillata, N. vectensis y, más recientemente, 
de A. digitifera que servirán como referencia de comparación para este trabajo. Adicionalmente, se 
cuenta con 632,452 secuencias de ESTs de cnidarios, de las cuales 283,147 son de hidrozoos y 
12,930 han sido obtenidas de la familia Hydractiniidae, a la cual pertenece nuestro modelo de estudio. 
Los ESTs secuenciados en especies de la misma familia serán útiles a la hora de verificar el 
ensamblaje las lecturas obtenidas a partir de métodos de secuenciación de segunda generación. 
 
 
 
FIG 2: Árbol filogenético de Cnidaria y disponibilidad de secuencias de cnidarios en las bases de datos. Árbol tomado 
de Collins, 2002 y Galliot et al. 2002 que muestra las relaciones filogenéticas entre las clases de cnidarios. Bajo cada grupo el 
número entre paréntesis hace referencia al número de secuencias de ESTs disponibles para el grupo en la base de datos del 
NCBI en Mayo de 2013. El nombre que aparece entre paréntesis cuadrado corresponde a los representantes del grupo para 
el cual se encuentra disponible el genoma secuenciado hasta Mayo de 2013.  
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Se cuenta con un trabajo previo publicado en 2010 por Soza-Ried et al. en el que se estudió el 
transcriptoma de H. echinata a través de la generación y secuenciación de una librería de 9,460 ESTs, 
con los que fue posible construir un microarreglo. Las anotaciones hechas con el transcriptoma 
obtenido se muestran en la figura 3 [7]. El microarreglo se hibridó con el ARN proveniente de colonias 
adultas de H. echinata sometidas a un reto inmune con lipopolisacárido (LPS) y se observó la 
expresión diferencial de transcritos que cumplían con los siguientes términos de Gene Ontology: 
actividad de unión, actividad catalítica, actividad de reservorio de nutrientes, actividad como molécula 
estructural, actividad transportadora y actividad como factor de crecimiento o factor de transcripción. 
Tres horas después del reto aumentó la expresión de transcritos de interés inmunológico que codifican 
para: la proteína 70 de choque térmico, una proteína relacionada con la taquilectina de cnidarios, un 
péptido con repeticiones de trombospondina tipo 1, astacina 3 y antistacina. En total 245 genes 
cambiaron significativamente su expresión con el tratamiento. Debido a la ausencia de grandes vías 
inmunológicas representadas allí, los autores sugirieron que el tratamiento con LPS genera sólo un 
efecto leve en la transcripción de pocos genes. Los autores también recalcan la dificultad de estudiar el 
sistema inmune en cnidarios, ya que a menudo los genes reportados en una especie no se encuentran 
representados en los otros taxones de cnidarios [30].  
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FIG 3: Características generales del transcriptoma de H. echinata, ensamblado a partir de una librería secuenciada de 
ESTs. Imagen tomada de Soza-Ried et al., 2010. A) Grupo al que pertenece la secuencia con mayor puntaje de similaridad 
con respecto al transcriptoma usando BLASTX. B) Anotación de las secuencias del transcriptoma usando anotaciones de 
GENE ONTOLOGY.    
 
Recientemente también se ha publicado estudios transcriptómicos en cnidarios, algunos de los cuales 
incluyen la secuenciación de transcriptomas usando métodos de segunda generación, incluyendo a los 
Antozoos: Aiptasia pallida [86], Acropora palmata [87, 88], Acropora millepora [89, 90], Anemonia 
viridis [91], Pocillopora damnicornis [92] y Anthopleura elegantissima [60] y a los Hidrozoos: Nanomia 
bijuga [93] y Chuniphyes multidentata [94], ambos sifonóforos e Hydra vulgaris [95].   
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4. Secuenciación de segunda generación y su utilidad en la identificación de 
moléculas relevantes en la respuesta inmune 
 
El uso generalizado de la tecnología Sanger para la secuenciación de ácidos nucléicos predominó 
durante más de tres décadas. Ahora, las metodologías de secuenciación de alto rendimiento, permiten 
la obtención de grandes cantidades de datos con una menor inversión [96]. Por ello la secuenciación 
de segunda generación incluyendo el Analizador Genético FLX de Roche/454, el sistema ABI SOLiD y 
el Analizador Genético de Illumina resulta ser una excelente herramienta para detectar masivamente 
candidatos de moléculas relevantes en respuesta inmune [20].  
La tecnología de Illumina se ha usado recientemente para el ensamblaje de transcriptomas de 
organismos sin genoma de referencia, en trabajos como el de Wang et al (2010) [97], en el que se 
ensambla el transcriptoma de la arracacha (Ipomoea batatas) con secuencias pareadas. Esta 
plataforma tiene la ventaja de permitir una mayor cobertura que Roche/454, a expensas de lecturas 
más pequeñas. Adicionalmente, permite la secuenciación de fragmentos de hasta 150 pb por un solo 
extremo (SE de la sigla en inglés Single End) o por ambos extremos (PE de la sigla en inglés Paired 
End) de un fragmento de tamaño variable seleccionado por el investigador [96]. Ya se ha realizado el 
ensamblaje de novo de transcriptomas de los más diversos taxones animales, entre ellos el pez óseo 
Scophthalmus maximus, la almeja japonesa Ruditapes philippinarum y del ave Tetrao tetrix con el 
objetivo de descubrir genes del sistema inmune [98-100]. 
Se estima que el tamaño del genoma de H. symbiolongicarpus es de 750 Mb [12], por lo cual una línea 
de secuenciación de Illumina provee una cobertura genómica estimada entre 8X y 27X. El número 
aproximado de 100 millones de lecturas generadas por una línea de esta plataforma permite generar 
un borrador del transcriptoma de este organismo, así como se ha mostrado en un estudio comparativo 
de ensamblajes de transcriptomas de animales no modelo [94], en el que se concluye que un set de 
datos de 30 millones de lecturas de entre 75 y 150 pb de longitud es suficiente para secuenciar 
transcriptomas de cuerpos enteros de animales. Este ensamblaje hace que se puedan detectar genes 
con posible función en el sistema inmune.  
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5. Ensamblaje de transcriptomas sin genoma de referencia 
 
Con el auge de las tecnologías de secuenciación de segunda generación es posible recopilar una 
mayor cantidad de datos de secuencia, llegando a una resolución de un par de bases en un solo 
experimento [101]. El principal problema que presentan estas metodologías es el corto tamaño de las 
lecturas que implica la fragmentación de los genomas y transcriptomas y exige un paso adicional en el 
análisis posterior a la secuenciación llamado ensamblaje. En este paso se hace una reconstrucción 
computacional de la molécula original a partir de las lecturas [101]. Aunque existe software diseñado 
para realizar el ensamblaje de genomas, el ensamblaje de transcriptomas requiere de extensiones 
adicionales para ese software genómico debido a que la cobertura no es uniforme al haber múltiples 
copias de un mismo transcrito y también transcritos raros [101]. Otro factor que aumenta la dificultad 
del ensamblaje de transcriptomas son las distintas variantes que generalmente comparten exones y 
hacen que la reconstrucción no se pueda llevar a cabo sin ambigüedades [20, 101].  
Existen tres estrategias para realizar un ensamblaje. La primera estrategia usa un genoma de 
referencia al cual se mapean las lecturas. Este procedimiento se puede realizar en paralelo usando 
distintos núcleos de un procesador, lo cual reduce el tiempo de cómputo. Sin embargo, es una 
estrategia muy susceptible a la calidad del genoma de referencia que se usa. En este caso, al no 
disponer de un genoma de referencia, resulta imposible utilizar esta estrategia. No es recomendable 
usar genomas de otras especies, así sean cercanas, ya que esto introduce error al ensamblaje, 
especialmente se introduce un sesgo a ensamblar transcritos quiméricos presentes en la especie de 
referencia pero ausentes en la especie de estudio. La segunda estrategia consiste en realizar un 
ensamblaje de novo aprovechando la redundancia de las secuencias cortas para encontrar regiones 
de sobrelapamiento y reconstruir los transcritos. Esta es la estrategia que se empleó en el presente 
trabajo y se basa en la construcción de grafos de De Bruijn [101].  
Los grafos de De Bruijn son caminos eulerianos, que se caracterizan por visitar los lados una única vez 
para unir una cierta cantidad de nodos. Para construir un grafo de De Bruijn, las lecturas son divididas 
en palabras de tamaño k (llamadas k-meros) que se sobrelapan así como se muestra en la figura 4. El 
valor de k es seleccionado por el investigador. A partir de los k-meros el programa construye el grafo, 
usando cada k-mero como nodo y las conexiones entre nodos, o lados, representan sobrelapamientos 
de k-1 bases [102]. Esta aproximación tiene como supuesto que las lecturas fueron originadas a partir 
de un transcrito, y por eso, con ayuda de las lecturas se puede reconstruir el transcrito usando un 
camino euleriano. Aunque este método ha probado ser efectivo para realizar los ensamblajes de 
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transcriptomas, aspectos como la existencia de variantes y regiones repetitivas generan problemas y 
ambigüedades [101]. Los programas que aplican esta estrategia se muestran en la sección de 
ensamblaje de la tabla1.    
 
FIG 4: Construcción de los grafos de De Bruijn Tomada de Miller et al (2010) [102]. (a) lectura obtenida 
experimentalmente. (b) fraccionamiento de las lecturas en k-meros sobrelapados de longitud k=4 y representación de los k-
meros como nodos unidos por lados de sobrelapamiento de 3 bases. 
 
La tercera estrategia es una combinación de las dos anteriores que permite aprovechar la 
complementariedad de las dos metodologías, por esta razón, también requiere de un genoma o 
transcriptoma de referencia [101]. Una revisión reciente de software de ensamblaje reporta a Trinity 
como un software que, aunque requiere recursos computacionales sustanciales, busca maximizar el 
número de transcritos reconstruidos, generando ensamblajes de alta calidad [103].  
En este trabajo se empleó el software Trinity entrenado para realizar ensamblajes de transcriptomas 
basado en un único tamaño de K, K=25 por defecto, ya que es el que ha conseguido los mejores 
ensamblajes de novo en diferentes taxones animales, comparando con información genómica [104]. El 
software Trinity recibe datos de secuenciación de extremos pareados y divide el proceso de 
ensamblaje en tres pasos que optimiza la reconstrucción de isoformas y alelos, reduciendo la 
generación de contigs quiméricos. En el primer paso llamado Inchworm (gusano medidor), la población 
total de lecturas de secuenciación es dividida en subgrupos de grafos individuales no interconectados. 
Las lecturas que allí se clasifican comparten k-meros que pueden provenir de variantes alélicas, 
variantes de procesamiento de ARN o diferentes loci producto de procesos de duplicación génica. En 
el segundo paso llamado Chrysalis (crisálida) es el corazón del programa, ya que construye los grafos 
de De Bruijn independientemente para cada grupo generado por Inchworm. Finalmente, en el tercer 
paso llamado Butterfly (mariposa), se recorren todos los caminos del grafo y se proponen todos los 
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transcritos reconstruidos de esta forma que estén soportados por adecuada representación en los 
datos originales. Así se pueden eliminar también errores puntuales de secuenciación [104].        
  
6. Aspectos teóricos del análisis de expresión diferencial in silico 
	  
El objetivo del análisis de expresión diferencial es identificar diferencias significativas en el número de 
copias de los transcritos entre diferentes muestras o condiciones biológicas. Esto se logra en dos 
pasos, el primero de los cuales es la cuantificación de la expresión dentro de la muestra y el segundo 
la comparación entre muestras (o condiciones) que permite evidenciar si la cuantificación es 
significativamente diferente.    
La cuantificación de la expresión es obtenida partiendo del principio de que los transcritos con mayor 
número de copias serán muestreados proporcionalmente más veces que aquellos menos 
representados durante un experimento de secuenciación. Por ello el número de secuencias 
provenientes de un mismo transcrito está dado conforme al número de copias de ese transcrito en la 
muestra de ARN, generándose así una cuantificación de la expresión de ese transcrito en la muestra 
[105]. La cuantificación consiste en un alineamiento de los datos originales a transcritos de referencia y 
una posterior estimación del número de copias de cada transcrito a partir de los datos originales que 
se alinean a cada uno en particular. Un problema de este proceso son las lecturas que se alinean a 
varios transcritos a la vez y generan una incertidumbre en la estimación [106]. Para realizar este 
proceso se usa una herramienta llamada RSEM (del inglés RNA-seq by Expectation Maximization o 
ARN-sec por maximización de la expectativa) [107] incorporada en el software de ensamblaje Trinity, 
que usa el alineador Bowtie para alinear los datos originales a los transcritos ensamblados. Este 
software realiza la cuantificación haciendo una estimación promedio posterior usando métodos 
bayesianos, tiene en cuenta la incertidumbre calculando un intervalo de credibilidad del 95%, se puede 
aplicar a datos de secuenciación pareada (PE) y no requiere de genoma de referencia [107], lo que lo 
hace adecuado para el presente trabajo. El paso de cuantificación da como resultado una tabla de 
contingencia en la que las filas corresponden a transcritos y las columnas corresponden al valor 
continuo de cuantificación de cada transcrito por cada muestra. 
Para poder hacer el análisis de expresión deben normalizarse los datos provenientes de diferentes 
muestras para hacerlos comparables. El proceso de normalización remueve efectos sistemáticos 
técnicos para asegurar que estos no introduzcan sesgos en los datos que afecten la comparación 
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[108]. Inicialmente se propuso aplicar la normalización propuesta por Mortazavi et al (2008). La técnica 
cuantifica la expresión a través del cálculo del RPKM (del inglés Reads Per Kilobase of exon model per 
Million mapped reads), el cual equivale al número de lecturas de un exón por millones de lecturas 
mapeadas, por la longitud del exón en kilobases. Esto provee una medición de concentración molar de 
un transcrito en una muestra, normalizado de acuerdo a la longitud del transcrito (ya que los transcritos 
más largos generan un mayor número de lecturas que los cortos) y al número total de lecturas 
empleadas (que varía de una muestra a otra por motivos técnicos) [109]. Sin embargo, se ha 
comprobado que este método de normalización presenta inconsistencias ya que la medición del 
estadístico varía sustancialmente entre muestras [110], por lo cual se han propuesto el método de 
TMM (del inglés Trimmed Mean of M Values o media editada de valores M) que escala los datos para 
el tamaño de la librería, para la longitud de los transcritos y adicionalmente tiene en cuenta las 
propiedades de expresión de toda la librería, lo que evita la detección artificial de expresión diferencial 
por reducción del muestreo debido a la expresión diferencial real [108]. Una vez normalizados los 
datos por el TMM incorporado en el paquete de Bioconductor EdgeR [111], es posible detectar los 
transcritos diferencialmente expresados.  
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OBJETIVOS 
 
1. Objetivo General 
 
Identificar genes de respuesta inmune en el hidrozoo H. symbiolongicarpus, expresados 
diferencialmente ante un reto bacteriano. 
 
2. Objetivos Específicos 
 
! Retar inmunológicamente colonias de H. symbiolongicarpus con bacterias Gram-positivas y 
Gram-negativas y extraer ARN total a distintos intervalos de tiempo. 
! Secuenciar y ensamblar de novo el transcriptoma de las colonias retadas mediante tecnologías 
de secuenciación de segunda generación, usando la plataforma de Illumina.  
! Anotar el transcriptoma de H. symbiolongicarpus.  
! Identificar transcritos de H. symbiolongicarpus que se expresen diferencialmente después del 
reto inmune a través de la técnica de ARN-sec.  
! Validar la expresión diferencial detectada en algunos de los transcritos de interés por medio de 
PCR cuantitativa o en tiempo real (qPCR del inglés “quantitative PCR” o PCR cuantitativa). 
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METODOLOGÍA 
La figura 5 muestra un diagrama de flujo de la metodología propuesta. A continuación se describe con 
detalle cada paso. 
 
FIG 5: Diagrama de flujo general de los pasos metodológicos. Pasos metodológicos mencionando entre paréntesis los 
programas utilizados.    
Obtención de secuencias de mRNA con 
Illumina Hiseq GAIIx PET.
Evaluación de calidad (FastQC) y 
pretratamiento (FASTX-toolkit).
Ensamblaje de novo usando grafos de de-
Bruijn para lecturas cortas (Trinity). 
Anotación del transcriptoma ensamblado 
usando la estrategia de BLAST-recíproco con 
transcriptomas ya anotados y comparando con 
las bases de datos de Pfam, NCBI/RefSeq, 
Uniprot/SwissProt, KEGG y GO.
Cuantificación de los niveles de expresión 
(RSEM) por alineamiento de las lecturas en 
bruto contra en ensamblaje (Bowtie). 
Normalización (TMM) e identificación de 
transcritos diferencialmente expresados 
(EdgeR). Validación de expresión diferencial por 
qPCR.
Determinación del Inmunotranscriptoma de H. 
symbiolongicarpus.
Extracción de RNA total y construcción de 
librerías de mRNA (selección por PolyA y 
fragmentos de 300 pb).
Reto inmune de colonias de H. 
symbiolongicarpus con bacterias Gram + y 
Gram -.
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1. Cultivos animales y reto inmune  
	  
Los cangrejos con colonias de H. symbiolongicarpus fueron recolectados en Woods Hole, 
Massachusetts (EEUU), en Septiembre de 2009. Fragmentos de colonia con 5-8 gastrozoides se 
explantaron a láminas de microscopio sujetándose con cauchos hasta que se fijaron permanentemente 
a la lámina. Las colonias se mantuvieron en acuarios con agua marina artificial (Instant Ocean Sea 
Salt™) a una densidad relativa de 1,022 y una temperatura de 20±2°C, con alimentación de 3 a 5 
veces a la semana con nauplios de Artemia salina [24]. 
Para el reto inmune se aislaron bacterias asociadas a H. symbiolongicarpus, haciendo frotis de 
colonias de varios individuos sanos sobre LB Agar y Agar Marino. De allí se seleccionó  una bacteria 
Gram-positiva del género Microbacterium sp.. Adicionalmente se seleccionó una bacteria Gram-
negativa del género Vibrio sp. aislada de tejido sano del octocoral Eunicea sp., pero cuya virulencia fue 
evaluada en el laboratorio. Las bacterias fueron identificadas hasta el nivel de mayor resolución 
taxonómica por secuenciación del gen de la subunidad ribosomal 16S usando los iniciadores 
universales 27F y 1492R.  
El reto inmune se realizó al individuo macho sano catalogado con el código HWB 103 con una mezcla 
en iguales proporciones de las bacterias cultivadas en medio LB a una concentración de 1 x 108 
células/ml, precipitadas por centrifugación a máxima velocidad por 5 minutos y re-suspendidas en un 
volumen idéntico de agua marina artificial. Colonias de aproximadamente 40 pólipos de H. 
symbiolongicarpus fueron expuestas por triplicado (X3) al cultivo bacteriano resuspendido en agua 
marina artificial por una hora y posteriormente se retornaron al agua marina artificial pasteurizada. La 
extracción del ARN total se realizó a 1, 3, 6, 12, 24 y 36 horas después del reto. Una colonia del mismo 
individuo mantenida en condiciones similares pero sin exposición a las bacterias fue usada como 
control. No se tiene conocimiento de la resistencia o susceptibilidad de este individuo al tratamiento. 
Para evitar un efecto poblacional de resistencia y susceptibilidad se seleccionó un único individuo. 
 
2. Aislamiento de ARN, secuenciación y ensamblaje del transcriptoma 
 
El aislamiento de ARN total de cada réplica se realizó con el reactivo TRIzol® (Invitrogen) según las 
especificaciones del fabricante para aislamiento de ARN a partir de tejidos, con una modificación en el 
paso de precipitación sugerida por el fabricante, que ha mejorado el rendimiento de la extracción en 
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nuestro laboratorio. Se usó Citrato de Sodio 0,8M en Cloruro de Sodio 1,2M, en una proporción 1:1 en 
volumen con el reactivo recomendado por el fabricante (Alcohol isopropílico puro). Se prepararon tres 
pools (inglés para mezclas de muestras) de ARN, cada uno mezclando cantidades proporcionales a la 
concentración para que todas las réplicas y los tiempos estipulados de los retos bacterianos y del 
control aportaran la misma cantidad de ARN. El primer pool se hizo con las tres réplicas de las 
colonias sin tratamiento, que sirvieron de control. Los otros dos pools representaron la condición de 
reto inmune evaluada en un Tiempo Temprano (1, 3 y 6 horas post-reto) y en un Tiempo Tardío (12, 24 
y 36 horas post-reto). Del volumen total de cada pool se tomaron 5 µL para correr un gel de agarosa y 
hacer un control de calidad con el GE Nanovue y el Agilent Bioanalyzer. El reto se realizó con una 
mezcla de una bacteria Gram-positiva y una bacteria Gram-negativa porque se desea obtener la 
expresión diferencial global para los dos tipos de microorganismos.  
 
Los tres pools de ARN se usaron para construir tres librerías de secuenciación, seleccionando los 
transcritos con colas poli-A, fragmentándolos por sonicación, sintetizando el cADN de doble cadena 
con iniciadores aleatorios y purificándolos para obtener fragmentos de secuenciación de 300 pb. Las 
librerías fueron construidas en el Genome Sciences Center, British Columbia Cancer Agency, Canadá. 
Los fragmentos se secuenciaron usando una línea el analizador genómico HiSeq 2000 de Illumina en 
el Genome Sciences Center, BC Cancer Agency, CA. La secuenciación se realizó con extremos 
pareados para obtener lecturas independientes de cada extremo de ADN de una longitud de 2 x 100 
pb. Para distinguir las librerías durante la secuenciación en una sola línea se usó la marcación por 
“barcoding o indexing”. 
 
Todo el trabajo computacional se realizó utilizando la infraestructura que hace parte del Centro de 
Cómputo de Alto Desempeño (CECAD) de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas, en el 
marco de la Alianza Estratégica existente entre el Grupo de Inmunología Evolutiva e Inmunogenética 
(IEI) de la Universidad Nacional de Colombia y el Grupo Internacional de Investigación en Informática y 
Comunicaciones y gestión del Conocimiento (GICOGE) de la Universidad Distrital Francisco José de 
Caldas. El equipo cuenta con 256 GB de RAM, procesador Intel® Xenon® CPU E7450  @ 2.40GHz 
(24 cores), disco duro SATA 160 GB y 20 TB de almacenamiento vía NFS bajo el sistema operativo 
Scientific Linux 6.  
 
 
 
 
	   36	  
 
 
TABLA	  1	  Lista	  de	  software	  libre	  utilizado	  en	  el	  procedimiento	  	  
Etapa	   Programa	   Link	  de	  Descarga	   Referencia	  
Pre-­‐
Procesamiento	  
FastQC	   www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/download.html#fastqc	   Andrews,	  2012	  
FASTX-­‐Toolkit	   http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/download.html	   Hannon,	  2010	  
Picard	   http://picard.sourceforge.net/	   Li,	  2009	  
SamTools	   http://sourceforge.net/projects/samtools/files/latest/download?source=files	   Li,	  2009	  
RiboPicker	   http://sourceforge.net/projects/ribopicker/files/latest/download?source=files	   Schmeider,	  2012	  
Diginorm	   http://ged.msu.edu/papers/2012-­‐diginorm/	   Brown,	  2012	  
Ensamblaje	   Trinity	   http://trinityrnaseq.sourceforge.net/	   Grabherr,	  2011	  
Anotación	  
Blast	   ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/	   Altschul,	  1990	  
HMMER	  3	   ftp://selab.janelia.org/pub/software/hmmer3/hmmer-­‐3.0b3.tar.gz	   Finn,	  2011	  
scan_pfam.pl	   ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/databases/Pfam/Tools/	   Punta,	  2012	  
Emboss	   ftp://emboss.open-­‐bio.org/pub/EMBOSS/	   Rice,	  2000	  
DBtoolkit	  4.2	   http://code.google.com/p/dbtoolkit/downloads/list	   Martens,	  2005	  
Scripts	  Reciprocal	  
Blast	  
https://bitbucket.org/ctb/ngs-­‐
course/src/14e27b32946f/blast?at=default	   Brown,	  2012	  
Bases	  de	  Datos	  
Pfam	   ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/databases/Pfam/releases/	   Punta,	  2012	  
NCBI/RefSeq	   ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/	   Pruitt,	  2012	  
Uniprot/SwissProt	   ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/knowledgebase/complete/uniprot_sprot.fasta.gz	   Boeckmann,	  2003	  
GO	   http://www.geneontology.org/GO.downloads.shtml	   Ashburner,	  2000	  
KEGG-­‐KAAS	   http://www.genome.jp/kegg/kaas/	   Moriya,	  2007	  
A.	  digitifera	  
genomic	  
resources	  
http://marinegenomics.oist.jp/genomes/download/adi_v1.0.1.pro
t.fa.gz	   Shinzato,	  2011	  
N.	  vectensis	  
genomic	  
resources	  
ftp://ftp.jgi-­‐
psf.org/pub/JGI_data/Nematostella_vectensis/v1.0/annotation/pr
oteins.Nemve1FilteredModels1.fasta.gz	  
Putnam,	  2007	  
H.	  magnipapillata	  
genomic	  
resources	  
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Hydra_magnipapillata/	   Chapman,	  2010	  
Cuantificación	  y	  
Expresión	  
diferencial	  
Bowtie	   https://sourceforge.net/projects/bowtie-­‐bio/files/bowtie/1.0.0	   Langmead,	  2009	  
RSEM	  
incorporado	  en	  
Trinity	  
http://deweylab.biostat.wisc.edu/rsem/	   Li,	  2011	  
R	   http://www.r-­‐project.org/	   	  	  
Bioconductor	   http://www.bioconductor.org/	   	  	  
EdgeR	   http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html	   Robinson,	  2010	  
TMM	  incorporado	  
en	  EdgeR	   incluido	  en	  EdgeR	   Robinson,	  2010	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Las lecturas fueron sujetas a control de calidad por puntaje Phred (http://www.phrap.com/phred/) y se 
conservaron las secuencias cuyas bases tenían un puntaje superior a 20 evaluado con el software 
FastQC. El corte de las secuencias terminales de baja calidad y de los adaptadores de Illumina 
remanentes se realizó con el programa FASTX-toolkit. Sólo se retuvieron las secuencias de longitud 
mayor a 31 pb después de la edición. Posteriormente, se hizo una remoción de secuencias 
ribosomales que resultan no informativas para nuestro análisis pero introducen ruido a la hora de 
realizar el ensamblaje. Para ello se utilizó el software RiboPicker [112] que genera alineamientos 
globales usando transformaciones de Burrows Wheeler para indexar las secuencias de las bases de 
datos de referencia. En este caso se usaron las bases de datos: Silva, GreenGenes, RDP, Rfam y 
secuencias ribosomales de NCBI. La contaminación con secuencias ribosomoales fue mínima gracias 
a la metodología de construcción de la librería de secuenciación en la que se seleccionaron las 
moléculas de ARN con cola Poli-A. Finalmente se hizo una normalización digital de los datos, con el fin 
de extraer lecturas con errores de secuenciación y la redundancia debida a la presencia de muchas 
lecturas idénticas, lo cual ayudó a reducir el tiempo de computación en los análisis posteriores. Para 
ello se utilizó la herramienta Diginorm [113] que evalúa k-meros de tamaño 20 y retiene 
exclusivamente la información con cobertura inferior a 20. La figura 6 muestra un diagrama de flujo del 
pre-procesamiento de los datos. 
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FIG 6: Diagrama de flujo de pasos de pre-procesamiento. Pre-selección de datos por calidad. Un puntaje Phred de 20 
asegura que hay 99% de probabilidad de que el llamado de la base sea correcto.  
 
Para el ensamblaje del transcriptoma se usó el software Trinity publicado por Grabherr et al, (2011) 
mencionado en el marco teórico y en la sección de ensamblaje en la Tabla 1. Trinity fue seleccionado 
porque puede ejecutarse en paralelo en distintos núcleos del mismo computador y sólo trabaja con un 
único tamaño de k, lo cual hace más corto el tiempo de análisis. En la figura 7 se muestra el 
procedimiento que se usó para el ensamblaje.   
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FIG 7: Diagrama de flujo de ensamblaje de novo. Aproximación metodológica propuesta para el ensamblaje del 
transcriptoma de H. symbiolongicarpus. Convenciones como en FIG 6.  
 
3. Anotación del transcriptoma de H. symbiolongicarpus 
 
La anotación funcional del transcriptoma de H. symbiolongicarpus se realizó usando dos estrategias 
principales: la primera fue un BLAST recíproco con proteomas ya anotados de otros organismos con el 
fin de proponer genes ortólogos putativos y la segunda fue una comparación contra diversas bases de 
datos públicas por medio de la herramienta BLAST o herramientas particulares diseñadas para hacer 
comparaciones con bases de datos específicas. El procedimiento se muestra en la figura 8.  
El transcriptoma ensamblado se comparó por BLAST recíproco con los proteomas de H. sapiens, M. 
musculus y D. melanogaster por ser estos los genomas mejor anotados, pero más divergentes, dentro 
del reino animal. De esta forma se pudieron identificar genes ortólogos putativos conservados en todos 
los metazoos. Además se hizo el BLAST recíproco usando los genomas de H. magnipapillata, A. 
digitifera y N. vectensis, al ser los genomas de cnidarios publicados y parcialmente anotados 
disponibles en las bases de datos públicas actualmente, lo que permitió encontrar ortólogos putativos 
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conservados en el filo. La comparación con la librería de ESTs de H. echinata se realizó para detectar 
transcritos ortólogos putativos conservados a nivel de género.  
Se usó el algoritmo BLAST versión 2.2.26+ para comparar con las bases de datos curadas de 
invertebrados, de vertebrados mamíferos y de otros vertebrados de RefSeq/NCBI y la base de datos 
Uniprot/SwissProt, reteniendo únicamente resultados con E-valor superior a 1e-5. A cada contig se le 
asignó el nombre del hit que en conjunto tuviera el mejor E-valor y la mejor cobertura del query 
siguiendo la fórmula: (C*0.50+(1-E)*0.50). Usando scripts personalizados se hicieron a partir de estos 
resultados, conteos del número de mejores hits correspondientes a especies o a genes. 
Además, se realizó una clasificación funcional por comparación con las bases de datos de Gene 
Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y la base de datos de dominios 
proteicos Pfam. En el caso de GO, la anotación se hizo por asociación de identificadores (IDs) de las 
anotaciones hechas con Uniprot a IDs de GO, usando el archivo público de GO llamado idmappings. 
Distintos IDs de GO fueron asignados al mismo contig. Se hicieron conteos del número de transcritos 
clasificados en la segunda categoría jerárquica más alta del GO con ayuda de los archivos OBO 
(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/browse.cgi?term=GO:0051866&format=obo). En cada 
archivo OBO se buscó el ID de GO asignado asociado al ID de GO con la clasificación jerárquica 
deseada y cada vez que se encontró uno de estos IDs asociado a un transcrito se aumentó el contador 
de ese ID de GO.  
La anotación de todo el transcriptoma con la base de datos de KEGG se hizo usando la herramienta 
pública disponible en línea KAAS [114] (de su sigla en inglés KEGG Automatic Annotation Server). 
Esta herramienta hace comparaciones de BLAST contra la base de datos manualmente curada del 
KEGG, clasificando los genes en las principales vías metabólicas caracterizadas. El procedimiento se 
repitió con los proteomas publicados de los organismos con los que se hizo BLAST recíproco para 
evaluar qué tan completo está el transcriptoma ensamblado de novo. 
El proteoma de H. symbiolongicarpus fue predicho usando la herramienta de traducción de nucleótidos 
de Emboss [115], que generó traducciones en todos los marcos de lectura. Únicamente se 
seleccionaron las secuencias de 25 aminoácidos o más de longitud para ser incluidas en el proteoma. 
Secuencias redundantes fueron eliminadas usando el software DBtoolkit 4.2 [116]. El proteoma fue 
comparado con la base de datos Pfam usando las herramientas BLAST, HMMER y el script público 
pfam_scan.pl [117].                
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FIG 8: Estrategias de anotación. Un blast recíproco con los proteomas mejor anotados de metazoos (C): Mus musculus, 
Homo sapiens y D. melanogaster, permitirá encontrar transcritos ortólogos conservados en metazoos y el mismo 
procedimiento con los proteomas anotados de cnidarios (A): H. magnipapillata, A. digitifera y N. vectensis, permitirá encontrar 
ortólogos en cnidarios. Posteriormente, la comparación de los transcritos con las bases de datos de dominios y motivos 
proteicos (Pfam) permitirán anotar arquitecturas nuevas (B). La comparación con el módulo de inmunología de Gene 
Ontology y KEGG (D), permitirán encontrar transcritos que posiblemente estén relacionados con el sistema inmune en cuanto 
a su función. Convenciones como en FIG 6.  
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4. Obtención del inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus a través de 
una lista de palabras clave relacionadas con inmunidad 
 
Se buscó especialmente identificar los transcritos que se asocien a la función inmune del organismo 
por similaridad con secuencias consignadas en las bases de datos. Para poder extraer las secuencias 
del transcriptoma que posiblemente hacen parte del sistema inmune de H. symbiolongicarpus se 
generó una lista de palabras clave que contenía los términos más relevantes de los módulos de 
Reconocimiento, Señalización y Efector (Tabla 2). Se añadió una lista de términos genéricos que 
podían ayudar a extraer secuencias pertenecientes a cualquiera de los tres módulos anteriores. Las 
palabras clave fueron buscadas en los encabezados de las secuencias del transcriptoma asignadas 
según su mejor hit en las bases de datos de Uniprot/Swissprot y NBCI/RefSeq.  
 
TABLA 2 Lista de palabras clave para buscar en los encabezados de anotación del 
transcriptoma 
RECONOCMIENTO SEÑALIZACIÓN EFECTOR GENÉRICO 
Toll, Receptor tipo toll,  
Repetición rica en leucina, 
Lectina, Lectina tipo-C,  
Inmunoglobulina, Scavenger, 
Miembro de la familia NLR, 
Histocompatibilidad,  
Cadherina, Catenina, 
Antígeno, Ficolina, Aloinjerto, 
Adhesión celular, adhesión,  
tipo Ig, Integrina, Manosa, 
Mucina, Prostaglandina, 
Pentraxina, 
Trombospondina, Set-V, 
WD40, Lectina de unión a 
lactosa, Lectina de unión a 
manosa, Lectina de unión a 
ácido sílico, reconocimiento 
de 1, 3 Beta-Glucano, 
Peptidoglicano, Galectina  
Notch, Hedgehog, Caspasa, 
Anquirina, Quinasa, Proteina 
G pequeña, GTPasa 
pequeña, Interleuquina, 
Quimioquina, Factor de 
crecimiento epidermal, tipo 
EGF, dominio CUB, Tirosina-
Quinasa, cassette de unión a 
ATP, dominio DEATH, 
muerte celular, BCL2, TNF, 
Factor de necrosis tumoral, 
Factor de crecimiento,  
Homeobox, Interferón, 
Ubiquitina, Calcio, 
Tromboxano, NACHT, 
dominio Pirina, dominio Card, 
Factor Von Willebrand , 
Ferritina. 
 
Proteínas ricas en cisteína, 
Factor trefiol, Inhibidor de 
serin proteasas, Kazal, 
Inhibidor de cisteína 
proteasas, Péptido 
antimicrobiano, 
Fenoloxidasa, Kunitz, 
Apoptosis, Defense, 
Defensina, Defensor, Alfa-2- 
Macroglobulina, Quitinasa, 
Sintasa de quitina, 
Proteosoma, Proteína C 
reactiva, Asesino, 
Deaminasa, 
Metalopeptidasa, 
Metalloproteasa, Peptidasa, 
Proteasa, choque frío, 
choque caliente, Catepsina, 
linfotoxina, Coagulación, 
Bactericida, Óxido nítrico, 
plaqueta, serpina, Tenacina, 
Hemaglutinina, Lisozima, 
Apolipoproteína.  
Fagocito, Canal, 
Componente del 
complemento, Linfoma, 
leukemia, Hueso, Célula B, 
Célula T, Angiogénesis, 
Angiopoietina, Viral, Grupo 
sanguíneo, Unión, Factor, 
Factor estimulante de 
colonia, Autoinmune, 
Suceptibilidad, 
Leucocito/Linfocito, 
Macrófago, Suero, Timocito, 
Vascular 
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Las secuencias obtenidas por búsqueda de palabras clave fueron distribuidas manualmente entre los 
tres módulos del sistema inmune. Adicionalmente, cada módulo fue manualmente revisado de acuerdo 
con las arquitecturas proteicas canónicas reportadas en Uniprot y las arquitecturas detectadas por 
Pfam. Se descartaron secuencias nucleotídicas que llevaran a la producción de la misma secuencia de 
proteína y se hicieron conteos de transcritos que llevaban a proteínas con secuencias de amino ácidos 
diferentes. Se realizaron conteos de los dominios de proteínas predominantes en cada módulo. Un 
grupo de secuencias de los módulos de reconocimiento y efector, obtenidas de esta forma, fueron 
seleccionadas para ser estudiadas con mayor profundidad. Este grupo incluyó proteínas que contienen 
el dominio NACHT, proteínas que contienen LRRs, proteínas que contienen dominios Ig, receptores 
Scavenger, moléculas receptoras responsables del fenómeno de alorreconocimiento (Alr), lectinas tipo 
C y de unión a ramnosa, proteínas de unión a lipopolisacárido (LBP de su sigla en inglés 
lipopolyssaccharide-binding proteins) , moléculas del sistema complemento, moléculas de adhesión 
celular (selectinas, caderinas, Ig CAMs e integrinas) y moléculas efectoras tales como astacina, 
catepsinas, sintasas de monóxido de nitrógeno, y proteínas de permeabilidad bactericida (BPI de su 
sigla en inglés bactericidal permeability protein).  
Las secuencias de los loci Alr1 y Alr2 fueron alineadas usando el algoritmo T-coffee [118] y los árboles 
fueron generados por Neighbor Joining con el modelo de Kimura 2 parámetros y 1000 repeticiones de 
Bootstrap [119] incorporados en la versión libre de la suite CLC Main Workbench V. 6.      
 
5. Identificación de genes relevantes en inmunidad diferencialmente 
expresados ante un reto inmune con bacterias gram-positivas y gram-
negativas 
 
Una vez ensamblado el transcriptoma de H. symbiolongicarpus, se mapearon a él el total de las 
lecturas obtenidas de los diferentes tratamientos (control sin reto, tiempo temprano y tiempo tardío) 
que cumplían con el umbral de calidad establecido con ayuda del software Bowtie [120]. La 
herramienta RSEM [107] (de su sigla en inglés RNA-Seq by Expectation Maximization), integrada en 
Trinity [104], hace una estimación Bayesiana del número de copias original de cada transcrito, usando 
el alineamiento global de los datos en bruto al ensamblaje. Para cada contig se calculó de esta manera 
un intervalo de confianza del 95% y un estimado posterior de la media. Esta herramienta está 
especialmente diseñada para tratar datos que no posean genoma de referencia.     
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Después de usar RSEM, con los transcritos ensamblados se generó una tabla de contingencia donde 
las hileras correspondían a transcritos y las filas a variables continuas numéricas que correspondían a 
las muestras, en este caso el control y los dos tratamientos. La tabla se llenó con los valores brutos de 
los conteos de expresión. La expresión diferencial se detectó introduciendo la tabla a la aplicación para 
Bioconductor: EdgeR [111] que aproxima los datos a una distribución binomial negativa. Los transcritos 
que no tuvieran 2 lecturas por millón de secuencias en al menos 1 librería fueron eliminados. EdgeR 
usa el método TMM para normalizar los datos de cada muestra y hacerlos comparables [108]. Ya que 
no hubo réplicas biológicas disponibles, se calculó con EdgeR el modelo lineal generalizado y el 
coeficiente biológico de variación descritos en McArthy, 2012 [121]. Los genes diferencialmente 
expresados fueron identificados usando comparaciones pareadas entre las librerías. Los valores p 
fueron ajustados usando la tasa de falsos descubrimientos (FDR de su sigla en inglés False Discovery 
Rate) [122]. Se seleccionaron los transcritos con valor p ajustado inferior a 0,05. Un diagrama de este 
procedimiento se muestra en la figura 9.     
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FIG 9: Procedimiento para la cuantificación de la expresión diferencial in silico. Diagrama de flujo de la cuantificación de 
la expresión de H. symbiolongicarpus a partir de secuencias cortas. Convenciones como en FIG 6. 
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6. Validación de la expresión diferencial de los genes relevantes en la 
respuesta inmune 
 
Para la validación experimental de los transcritos ensamblados, se seleccionaron 4 candidatos y se 
diseñaron iniciadores con ayuda de los algoritmos Primer3 [123] y NCBI Primer-BLAST [124], los 
cuales fueron comprobados usando la herramienta Oligo-Analyzer de IDT [125]. Se amplificaron los 
fragmentos por PCR a partir de las muestras originales y se observó si el tamaño obtenido concordaba 
con el del contig ensamblado con ayuda de las herramientas bioinformáticas. La expresión diferencial 
detectada por ARN-sec de los 3 transcritos selectos se validó por qPCR soportado por la plataforma 
ROCHE con el kit SYBR® Green PCR Master Mix, amplificándolos en todas las réplicas de diferentes 
tiempos después del reto (1, 3, 6, 12, 24, 36 horas post reto) y en el control, para poder caracterizar el 
cambio de expresión en el tiempo. La cuantificación se calibró usando como referencia la expresión 
constitutiva de los genes de actina y de GAPDH de H. symbiolongicarpus. Una ANOVA de una vía fue 
realizada para comprobar que la expresión del transcrito de Actina no variaba entre tiempos y réplicas. 
Un P-valor igual o inferior a 0,05 fue considerado como significativo. En los datos de expresión de 
ARN-seq la expresión de los transcritos que codifican para Actina y GAPDH no cambia con el 
tratamiento.                
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RESULTADOS 
 
1. Descripción General del Transcriptoma de H. symbiolongicarpus 
 
1.1 Análisis	  de	  Calidad	  y	  Preprocesamiento	  de	  los	  Datos	  en	  Bruto	  	  
 
 
El ARN del individuo HWB 103 sin reto y retado inmunológicamente fue extraído y se realizaron 
mezclas entre réplicas y tiempos para obtener las tres muestras de secuenciación: Control, Tiempo 
Temprano (post-reto) y Tiempo Tardío (post-reto). Cada muestra fue utilizada para construir librerías 
marcadas con tamaño de inserto de 300 pb y las tres muestras fueron secuenciadas en una línea 
indexada de la plataforma Illumina HiSeq 2000. Las secuencias fueron descargadas del servidor FTP 
del BC Cancer Agency y su calidad fue evaluada por FastQC. El proceso de secuenciación generó 514 
millones de lecturas pareadas en bruto sin remoción de adaptadores (Tabla 3). En general, la calidad 
de las lecturas hacia el extremo 3’ fue muy baja y se requirió editar todas las bases de mala calidad 
con ayuda de la suite FastXToolkit. Los diagramas de caja de los puntajes Phred de calidad generados 
por FastQC antes y después de la edición se pueden apreciar en el Anexo 1. Principalmente la calidad 
caía en las bases al final de la lectura hacia el extremo 3’. También se observó globalmente una menor 
calidad en la secuencia del extremo 5’ del fragmento con relación a la secuencia del extremo 3’. Sólo 
se retuvieron las lecturas más largas de 31 bases después de la edición, lo cuál representó una 
cantidad inferior el 50% del número inicial de lecturas. Los conteos de lecturas tras cada paso del pre-
procesamiento se muestran en la Tabla 4. Varios cambios de formato necesarios para el análisis de 
secuencias fueron realizados con ayuda de las suites de herramientas Picard 
(http://picard.sourceforge.net) y SAMtools [126]. 
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TABLA	  3	  Estadísticas	  básicas	  de	  comparación	  entre	  lecturas	  iniciales	  y	  lecturas	  filtradas	  
Muestra	   Control	  datos	  iniciales	  3'*	   Control	  datos	  filtrados	  3'*	   Control	  
Tipo	  de	  Archivo	   llamado	  de	  bases	  convencional	   llamado	  de	  bases	  convencional	   	  	  
Codificación	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   	  	  
Total	  Secuencias	   75’759.722	   38’909.521	   38’909.521	  
Secuencias	  Filtradas	   0	   36’850.201	   	  	  
Longitud	  de	  las	  
secuencias	   100	   31-­‐100	   	  	  
%GC	   38	   38	   	  	  
Muestra	   Control	  datos	  iniciales	  5'	   Control	  datos	  filtrados	  5'	   	  	  
Tipo	  de	  Archivo	   llamado	  de	  bases	  convencional	   llamado	  de	  bases	  convencional	   	  	  
Codificación	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   	  	  
Total	  Secuencias	   75’759.722	   54’913.488	   54’913.488	  
Secuencias	  Filtradas	   0	   20’846.234	   	  	  
Longitud	  de	  las	  
secuencias	   100	   31-­‐100	   	  	  
%GC	   39	   38	   TOTAL	  
Total	  Muestra	  Control	   151’519.444	   93’823.009	   57’696.435	  
Muestra	   Tiempo	  Temprano	  datos	  iniciales	  3'	   Tiempo	  Temprano	  datos	  filtrados	  3'	   Tiempo	  Temprano	  
Tipo	  de	  Archivo	   llamado	  de	  bases	  convencional	   llamado	  de	  bases	  convencional	   	  	  
Codificación	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   	  	  
Total	  Secuencias	   99’810.262	   50’612.807	   50’612.807	  
Secuencias	  Filtradas	   0	   49’197.455	   	  	  
Longitud	  de	  las	  
secuencias	   100	   31-­‐100	   	  	  
%GC	   39	   38	   	  	  
Muestra	   Tiempo	  Temprano	  datos	  iniciales	  5'	   Tiempo	  Temprano	  datos	  filtrados	  5'	   	  	  
Tipo	  de	  Archivo	   llamado	  de	  bases	  convencional	   llamado	  de	  bases	  convencional	   	  	  
Codificación	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	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Total	  Secuencias	   99’810.262	   70’956.945	   70’956.945	  
Secuencias	  Filtradas	   0	   28’853.317	   	  	  
Longitud	  de	  las	  
secuencias	   100	   31-­‐100	   	  	  
%GC	   39	   38	   TOTAL	  
Total	  Muestra	  Tiempo	  
Temprano	   199’620.524	   121’569.752	   78’050.772	  
Muestra	   Tiempo	  Tardío	  datos	  iniciales	  3'	   Tiempo	  Tardío	  datos	  filtrados	  3'	   Tiempo	  Tardío	  
Tipo	  de	  Archivo	   llamado	  de	  bases	  convencional	   llamado	  de	  bases	  convencional	   	  	  
Codificación	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   	  	  
Total	  Secuencias	   81’771.442	   41’675.070	   41’675.070	  
Secuencias	  Filtradas	   0	   40’096.372	   	  	  
Longitud	  de	  las	  
secuencias	   100	   31-­‐100	   	  	  
%GC	   39	   38	   	  	  
Muestra	   Tiempo	  Tardío	  datos	  iniciales	  5'	   Tiempo	  Tardío	  datos	  filtrados	  5'	   	  	  
Tipo	  de	  Archivo	   llamado	  de	  bases	  convencional	   llamado	  de	  bases	  convencional	   	  	  
Codificación	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   Sanger	  /	  Illumina	  1.9	   	  	  
Total	  Secuencias	   81’771.442	   58’730.868	   58’730.868	  
Secuencias	  Filtradas	   0	   23’040.574	   	  	  
Longitud	  de	  las	  
secuencias	   100	   31-­‐100	   	  	  
%GC	   39	   38	   TOTAL	  
Total	  Muestra	  Tiempo	  
Tardío	   163’542.884	   100’405.938	   63’136.946	  
* El análisis de calidad se hace para las lecturas obtenidas en los extremos 3’ y 5’ de los fragmentos por separado. Se 
muestran los datos por separado como so obtuvo el resultado y en la tercera columna se hace un conteo por muestra. 
 
La remoción de secuencias ribosomales con el software RiboPicker confirmó que sólo el 0,47% de las 
lecturas contenían secuencias ribosomales (Tabla 4), lo cual ratifica que el paso experimental de 
selección de secuencias poliadeniladas durante la construcción de la librería es bastante eficiente y 
evita la contaminación con ARN ribosomal. La normalización digital usando el software Diginorm tiene 
como objetivo reducir la redundancia de las lecturas para que el software ensamblador cuente con la 
mayor cantidad de información pero un mínimo volumen de datos por analizar. En este set de datos el 
porcentaje de las lecturas después de la remoción ribosomal que permanecieron tras la normalización 
para ser los datos de entrada del ensamblaje fue del 32% aproximadamente, lo que representa sólo un 
13% de los datos originalmente arrojados por el proceso de secuenciación. Esto sugiere que los 
niveles de redundancia en la secuenciación alcanzados con la plataforma de Illumina son muy altos y 
hay que tener en cuenta estrategias para reducir la pérdida de información. Tanto la remoción de 
secuencias ribosomales como la normalización digital se realizaron para retirar toda la contaminación y 
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la información redundante o innecesaria para reducir el tiempo computacional en el paso de 
ensamblaje de novo del transcriptoma, así como para evitar errores de ensamblaje. 
 
 
 
TABLA	  4	  Número	  de	  lecturas	  por	  librería	  tras	  cada	  paso	  de	  pre-­‐procesamiento	  
MUESTRA Lecturas Iniciales 
Lecturas 
Editadas 
Lecturas 
Después de 
Remoción 
Ribosomal 
Lecturas con 
Secuencias 
Ribosomales 
Lecturas 
después de 
normalización 
con Diginorm 
Control 151’519.444 61’851.998 61’436.810 415.188 (0,67%) 20’639.197 
Tiempo Temprano 
Post-Reto 199’620.524 79’627.036 79’281.428 345.608 (0,43%) 24’920.409 
Tiempo Tardío  
Post-Reto 163’542.884 65’898.250 65’677.012 221.238 (0,33%) 21’492.063 
Número Total de 
Lecturas 514’682.852 207’377.284 206’395.250 982.034 67’051.669 
 
 
1.2 Ensamblaje	  de	  novo	  del	  transcriptoma	  de	  H.	  symbiolongicarpus	  con	  el	  software	  Trinity	  	  
 
Las secuencias pre-procesadas de las tres muestras fueron usadas para el ensamblaje de novo con la 
herramienta Trinity que emplea un único valor de k para el ensamblaje (k=25). Las 67’051,669 
lecturas, (entre pareadas y sencillas), resultantes del paso de preprocesamiento (Tabla 4), fueron 
ingresadas al programa para realizar el ensamblaje. Se ensamblaron 116,924 fragmentos que 
variaban entre 201 y 14,407 pb en longitud (ver la figura 10 para una distribución de tamaños del 
ensamblaje). El estadístico N50 del ensamblaje fue de 1,539, generando una longitud total de 
secuencia ensamblada de 114’805,126 pb. Un resumen de las estadísticas de ensamblaje se 
muestran en la Tabla 5. 
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El número de fragmentos ensamblados fue similar a los reportados en otros estudios de ensamblaje de 
novo de transcriptomas de organismos no modelo [94] (Tabla 6). Los diferentes datos de la tabla 
provienen de diferentes plataformas de secuenciación y fueron generados por el uso de distintos 
programas de ensamblaje. Sin embargo, se puede apreciar que el número de contigs obtenido en el 
ensamblaje del presente trabajo (116,924) es mucho mayor que el de la mayoría de otros trabajos 
publicados con excepción del sifonóforo Cuniphyes multidentata (338,254). La longitud de secuencia 
ensamblada del transcriptoma de H. symbiolongicarpus es mayor que la de la mayoría de 
ensamblajes, exceptuando nuevamente al sifonóforo. El valor del estadístico N50 es alto, superior al 
de los ensamblajes obtenidos a partir de lecturas más largas usando la tecnología 454. Así mismo, es 
evidente el alto porcentaje de secuencias que debieron ser descartadas para realizar el ensamblaje. 
En general, respecto a la distribución de tamaños de los contigs obtenidos se puede afirmar que los 
TABLA	  5	  Estadísticas	  del	  ensamblaje	  
CATEGORÍA CONTEO 
Fragmentos 
Ensamblados 116.924 
Longitud Total de 
Secuencia (pb) 114’805.126 
Fragmentos hasta N25 7.965 
Longitud N25 (pb) 2.558 
Fragmentos hasta N50 22.651 
Longitud N50 (pb) 1.539 
Fragmentos hasta N75 47.846 
Longitud N75 (pb) 828 
Fragmentos hasta N90 76.700 
Longitud N90 (pb) 412 
Tamaño Promedio de 
los Fragmentos 981 
Tamaño Mínimo 201 
Mediana 643 
Tamaño Máximo 14.407 
Cantidad de GC Total 
(pb) 42’321.657 
GC% 36,86 
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fragmentos ensamblados más abundantes son adicionalmente lo más cortos. De los 116,924 
fragmentos ensamblados únicamente alrededor de 3000 superan una longitud de 5000 pb. Esto puede 
significar que los transcritos más cortos son los más abundantes en la célula, o que nuestra 
aproximación sólo nos permite reconstruir un transcriptoma fragmentado, lo cual no se puede verificar 
en ausencia de un genoma de referencia. En Francis et al, 2013 [94], sugieren que emplear alrededor 
de 60 millones de lecturas para el ensamblaje de novo de un transcriptoma metazoo es suficiente para 
su reconstrucción y afirman que incluir más secuencias puede resultar contraproducente, ya que 
aumenta la incidencia de error y disminuye la tasa de descubrimiento de transcritos nuevos. Así 
mismo, estos autores aseguran que los ensamblajes realizados con los programas Trinity y Oases son 
comparables. En el paso de anotación se usó una aproximación de comparación para evaluar si el 
transcriptoma estaba completo y correctamente ensamblado. 
 
 
FIG 10: Distribución de tamaños de transcritos ensamblados. Histograma que muestra la distribución de tamaños de los 
fragmentos ensamblados por el programa Trinity. A partir del tamaño 3400 pb los conteos son muy bajos, así que se muestra 
el conteo total de fragmentos entre 3400 y 14499 pb. Para una distribución detallada de tamaños de fragmentos en ese rango 
por favor consultar el Anexo 2. 
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TABLA	  6	  Comparación	  de	  estadísticos	  de	  ensamblajes	  de	  novo	  con	  datos	  de	  organismos	  no	  modelo	  
ORGANISMO	   H.	  symbiolongicarpus	  
Acropora	  
millepora	  
(Coral	  
escleractinio)	  
Chuniphyes	  
multidentata	  	  
(Sifonóforo)	  	  
Aiptasia	  pallida	  
(Anémona	  
marina)	  
Ruditapes	  
philippinarum	  (Almeja	  
de	  Manila)	  
Apostichopus	  
japonicus	  	  	  	  	  	  	  
(Pepino	  de	  Mar)	  
Physalis	  
peruviana	  
(Uchuva)	  
Publicación	   	   BMC	  Genomics	   BMC	  Genomics	   BMC	  Genomics	   PLoS	  One	   PLoS	  One	   BMC	  Genomics	  
Tecnología	  de	  
Secuenciación	  
Illumina	  	   454	   Illumina	   Illumina	   454	   454	   454	  
Software	  de	  Ensamblaje	   Trinity	   Newbler	   Velvet/Oases	   Velvet/Oases/	  CAP3	   MIRA	   Newbler	   Newbler	  
Lecturas	  en	  bruto	   514’682,852	   628,649	   103’415,276	   208’000,000	   975,190	   1’069,078	   652,614	  
Lecturas	  filtradas	   447’631,183	   29,401	   23’415,276	   166’000,000	   214	   95,074	   11,102	  
Lecturas	  ensambladas	   67’051,669	   599,248	   80’000,000	   42’000,000	   974,976	   974,004	   641,512	  
Transcritos	   116,924	   44,444	   338,254	   58,018	   51,265	   29,666	   29,911	  
Longitud	  Total	  de	  
Secuencia	  Ensamblada	  
(Mb)	  
114,8	   19,6	   314,99	   44,7	   29,9	   	   	  
Longitud	  Media	  de	  
contigs	  (pb)	  
981	   440	   931	   770	   582,4	   630	   1,638	  
N50	  (pb)	   1,539	   693	   1,854	   1,185	   677	   844	   1,438	  
Referencia	   	  .	  et	  al,	  2013	   Meyer,	  A.	  et	  al,	  2009	  [127]	  
Francis,	  W.	  et	  al,	  
2013	  [94]	  
Lehnert,	  E.	  et	  al,	  
2012	  [86]	  
Moreira,	  R.	  et	  al,	  2012	  
[98]	  
Du,	  H.	  et	  al,	  2012	  
[128]	  	  
Garzón-­‐Martínez,	  
G.	  et	  al,	  2012	  
[129]	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1.3 Anotación	  general	  del	  Transcriptoma	  de	  H.	  symbiolongicarpus	  
 
Todos los contigs ensamblados fueron comparados a través del algoritmo BLAST con las siguientes 
bases de datos: Uniprot/Swissprot, NCBI/RefSeq invertebrados, vertebrados mamíferos y otros 
vertebrados, así como con los transcriptomas ya anotados de los cnidarios N. vectensis e H. 
magnipapillata. En la tabla 7 se muestra un conteo de secuencias que fueron anotadas por 
comparaciones válidas (E-valor menor a 1e-5) contra las bases de datos mencionadas. Un total de 
72,710 contigs obtuvieron un resultado válido de comparación de BLAST, mientras que 44,124 contigs 
no mostraron similitud con ninguna secuencia de las bases de datos. De estos fragmentos sin 
resultados de BLAST, al menos 6,785 son más largos que 700 pb, sugiriendo que pueden ser 
transcritos derivados de genes taxón-específicos que no se encuentran aún representados en las 
bases de datos curadas [130]. El resto de contigs son de longitud inferior a los anteriores, así que 
pueden ser transcritos taxón-específicos o fragmentos de ellos no ensamblados exitosamente. En el 
Anexo 3 se muestra un histograma de distribución de tamaños de los fragmentos que no tuvieron 
ningún resultado en la comparación con las bases de datos. Estos transcritos, al no ser comparables 
con nada conocido podrían ser también producto de ensamblajes quiméricos o erróneos y su 
veracidad debe ser confirmada experimentalmente.  
 
TABLA	  7	  Estadísticas	  de	  anotación	  de	  acuerdo	  con	  la	  
base	  de	  datos	  
BASE DE DATOS 
Número de 
Secuencias 
Anotadas 
NCBI/RefSeq 70.666 
Uniprot/SwissProt 53.702 
N. vectensis 58.800 
H. magnipapillata  64.525 
Inmunotranscriptoma con Pfam 7.831 
Total de Secuencias sin Anotar 44.214 
Total de Secuencias Anotadas 72.710 
 
 
A todos los contigs les fueron asignados los nombres de los mejores resultados de BLAST de las 
bases de datos de NCBI/RefSeq y Uniprot/SwissProt según los criterios señalados en la metodología. 
La Figura 11 es un diagrama que muestra a cuáles especies representadas dentro de cada base de 
datos pertenecen las secuencias que corresponden al mejor resultado de comparación con BLAST. 
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Entre los mejores resultados de la comparación con la base de datos de Uniprot/SwissProt (Figura 
11A) están Homo sapiens (23%) y Mus musculus (18%), mientras que el mejor resultado de los 
cnidarios N. vectensis e H. vulgaris corresponde sólo al 0,23% y 0,16% de las secuencias 
respectivamente. En el caso de la base de datos de RefSeq (Figura 11B) el 25% de los transcritos de 
H. symbiolongicarpus tuvo como mejor resultado de la comparación con BLAST a un transcrito de H. 
magnipapillata y a su vez 8% lo tuvo con N. vectensis, lo cual es esperable al ser los dos organismos 
filogenéticamente más cercanos a H. symbiolongicarpus representados en la base de datos. Las 
siguientes especies con mayores conteos fueron el erizo de mar con 4%, el gusano bellota del género 
Saccoglossus sp. y el anfioxo con 3% cada uno. La discrepancia entre las dos bases de datos se 
explica por un sesgo en las especies de las cuales provienen las secuencias allí consignadas. Se hace 
evidente la necesidad de incluir secuencias de taxones animales sub-representados como ya ha sido 
sugerido en otros estudios [98]. Este paso de la anotación sirvió posteriormente para buscar en el 
transcriptoma de H. symbiolongicarpus posibles genes que hagan parte del sistema inmune.  
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FIG 11: Conteos de especies con mayor similaridad en las bases de datos públicas. Diagrama de barras mostrando los 
conteos por especies de los mejores resultados de BLAST al comparar el transcriptoma de H. symbiolongicarpus con A) 
Uniprot/Swissprot y B) NCBI/RefSeq.   
 
Subsecuentemente, se buscaron ortólogos putativos de los transcritos de H. symbiolongicarpus en 
otras especies que tienen datos genómicos disponibles, entre ellas A. digitifera, N. vectensis, H. 
magnipapillata e H. echinata mediante BLAST recíprocos. Adicionalmente para encontrar posibles 
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ortólogos con otros metazoos se hizo BLAST recíproco de las secuencias de nucleótidos de los 
fragmentos ensamblados en el transcriptoma de H. symbiolongicarpus con los proteomas predichos de 
los principales organismos modelo H. sapiens, M. musculus y D. melanogaster (Figura 12). La especie 
con la que H. symbiolongicarpus comparte más secuencias ortólogas putativas (10,381) es H. 
magnipapillata, la cual es la especie filogenéticamente más cercana a H. symbiolongicarpus con 
genoma secuenciado y con un proteoma predicho y anotado. Se observan también 2,915 y 3,551 
ortólogos putativos compartidos por todas las especies de cnidarios y metazoos evaluadas, 
respectivamente. Para cada especie, aquellos genes que no tuvieron resultado de mejor BLAST 
recíproco en las otras especies presentan conteos altos. Se espera que allí estén incluidos todos los 
genes producto de duplicaciones que siguen caminos evolutivos distintos a los de sus genes de origen 
y también genes taxón-específicos que no deben tener ortólogos en otras especies. Sin embargo, los 
conteos son demasiado altos y puede ser debido a que las predicciones de proteínas se hacen 
automáticamente, y se pueden predecir péptidos a partir de marcos abiertos de lectura que en realidad 
no son sintetizados. El número de secuencias compartidas como mejor BLAST recíproco entre H. 
symbiolongicarpus e H. echinata es bastante bajo para dos especies hermanas. Esto se puede deber 
probablemente a que sólo se dispone de datos de expresión, que varían según las condiciones a las 
que fueron expuestos los organismos de los que se obtuvieron las muestras y a que el set de datos de 
H. echinata es bastante pequeño.  
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FIG 12: Diagrama de Venn de secuencias compartidas entre distintas especies. Diagrama Venn mostrando los conteos 
de secuencias mejores resultados recíprocos de BLAST  compartidos entre especies al comparar el transcriptoma de H. 
symbiolongicarpus con los proteomas de  A) Cnidarios (A. digitifera, N. vectensis e H. magnipapillata) y B) H. echinata C) 
Metazoos (H. sapiens, D. melanogaster y M. musculus). 
 
Para valorar qué tan completo está el transcriptoma de H. symbiolongicarpus, todos los fragmentos 
ensamblados fueron sometidos a la evaluación de ortologías KEGG a través de su servidor de 
anotación automático KAAS, seleccionando el mejor resultado bi-direccional de BLAST recíproco 
incluyendo todos los organismos eucariotas contenidos en la base de datos (26 en total) [114]. Con 
fines comparativos, el mismo proceso se hizo con los proteomas predichos de las especies A. 
digitifera, N. vectensis, H. magnipapillata, H. sapiens, M. musculus y D. melanogaster, las cuales 
cuentan con genoma secuenciado. Se evaluó la presencia de las rutas metabólicas básicas y los 
conteos de genes de cada una de ellas para cada especie. Algunas rutas seleccionadas se muestran 
en la Tabla 8. Adicionalmente, en el Anexo 4 se muestran los mapas de las vías seleccionadas en la 
!"# $"#
%"#
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Tabla 8. Los conteos de genes para las diferentes vías fueron muy similares entre le transcriptoma de 
H. symbiolongicarpus y las otras especies con genomas secuenciados, lo que sugiere que el 
ensamblaje de nuestro transcriptoma es adecuado y conforma una muestra representativa de los 
transcritos de una colonia macho adulta de la especie.  
 
TABLA	  8	  Conteos	  de	  las	  ortologías	  KEGG	  para	  rutas	  seleccionadas	  en	  diferentes	  especies	  	  
RUTA H.	  symbiolongicarpus	  
N.	  
vectensis	  
A.	  
digitifera	  
H.	  
magnipapillata	  
H.	  
sapiens	  
M.	  
musculus	  
D.	  
melanogaster	  
Glicólisis	  /	  
Gluconeogénesis	   29	   29	   25	   30	   38	   37	   29	  
Ciclo	  del	  Citrato	   22	   28	   22	   29	   23	   23	   22	  
Ciclo	  de	  las	  
Pentosas	  Fosfato	   17	   17	   19	   19	   18	   18	   16	  
Metabolismo	  de	  
Amino	  Azúcares	  y	  
Azúcares	  
Nucleotídicos	  
30	   30	   30	   35	   36	   35	   28	  
Biosíntesis	  de	  
Ácidos	  Grasos	   6	   4	   4	   7	   6	   5	   4	  
Metabolismo	  de	  
Purinas	   104	   95	   94	   105	   120	   121	   97	  
Degradación	  de	  
Valina,	  Leucina	  e	  
Isoleucina	  
38	   38	   24	   39	   38	   38	   27	  
Fosforilación	  
Oxidativa	   72	   79	   56	   89	   110	   109	   102	  
Factores	  de	  
Transcripción	  
Basales	  
31	   30	   22	   31	   34	   34	   32	  
 
 
A todos los fragmentos anotados con la base de datos de Uniprot/SwissProt se les asignaron 
identificadores de Gene Ontology (GO) y se hicieron conteos de las ontologías de la segunda jerarquía 
más alta de la clasificación (Figura 13). En el componente de compartimiento celular los conteos más 
abundantes fueron célula y parte celular con 265 cada uno, seguido por organelo (15%) y proteínas 
membranales (10%). En el componente de función molecular la actividad de unión y la actividad 
catalítica fueron las más frecuentes con 47% y 34% de los conteos cada una. La actividad como 
receptor tuvo el 4% de los conteos. En el componente de proceso biológico, 20% de los conteos fueron 
de proceso celular y 18% de proceso de organismo sencillo. Términos interesantes en el contexto del 
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sistema inmune son: proceso del sistema inmune (1%) y muerte (1%). La clasificación del GO permite 
evaluar la proporción del transcriptoma dedicada a cada actividad. 
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FIG 13: Clasificación de los transcritos por GO. Los diagramas circulares muestran el segundo nivel jerárquico de la 
clasificación del GO. Únicamente participan en esta clasificación los transcritos ensamblados que tuvieron una anotación con 
Uniprot. Se asignaron 604,772 ontologías al grupo de Proceso Biológico, 93,761 al grupo de Función Molecular y 333,369 al 
grupo de Compartimiento Celular. Las asignaciones son tan elevadas ya que un mismo gen puede pertenecer a diferentes 
categorías de GO.  
2. Descripción del Inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus 
 
Una vez realizada la anotación general del transcriptoma, se siguieron dos aproximaciones para 
detectar transcritos relacionados con el sistema inmune. Inicialmente se buscaron términos 
relacionados con inmunología en las anotaciones hechas con las bases de datos de Uniprot/SwissProt 
y NCBI/RefSeq. Después se hizo un análisis de expresión diferencial ante un reto bacteriano, 
comparando una muestra control con dos muestras posteriores al reto que varían en el tiempo. 
 
2.1 Búsqueda	  con	  Palabras	  Clave	  del	  Sistema	  Inmune	  en	  el	  Transcriptoma	  de	  H.	  
symbiolongicarpus	  	  
	  
En esta aproximación, se usó una lista de términos seleccionados ligados al sistema inmune para 
buscarlos en los nombres asignados a partir de las anotaciones hechas con NCBI/RefSeq y 
Uniprot/SwissProt. Los términos fueron agrupados en tres grandes componentes del sistema inmune: 
módulo de reconocimiento, módulo de señalización y módulo efector como se aprecia en la Tabla 2. 
Todas las secuencias seleccionadas por la lista de palabras clave fueron anotadas según la base de 
datos de dominios y motivos de Pfam. Los transcritos más interesantes encontrados en esta búsqueda 
se muestran en las Tablas 9 (Reconocimiento), 10 (Señalización) y 11 (Efector). La figura 14 incluye 
una gráfica que muestra conteos de frecuencia de la ocurrencia de distintos dominios en los tres 
diferentes módulos definidos del sistema inmune. El dominio más comúnmente encontrado en el 
módulo de reconocimiento es el de cadherina, pero no se encuentra participando en la arquitectura 
canónica de la molécula de cadherina. Más adelante se discuten las posibles implicaciones de esto en 
el funcionamiento del sistema inmune. En el módulo de señalización el dominio más común fue el de 
anquirina seguido por el dominio EGF (del inglés Epidermal Growth Factor). En el módulo efector el 
dominio peptidasa fue el más común, lo que sugiere la importancia de las peptidasas, proteasas y 
proteinasas en el módulo efector de este organismo.  
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  Cadherina	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A)	  MÓDULO	  DE	  RECONOCIMIENTO	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  8%	  
?EGF_CA	  6%	   zf-­‐C3HC4	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B)	  MÓDULO	  DE	  SEÑALIZACIÓN	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FIG 14: Dominios más frecuentes en los diferentes módulos del sistema inmune. Los diagramas circulares muestran la 
frecuencia con la que aparecen los diferentes dominios asignados por Pfam en los diferentes módulos del sistema inmune.  
 
 
2.2 Moléculas	  del	  inmunotranscriptoma	  de	  H.	  symbiolongicarpus	  
 
 
A continuación se revisan brevemente las moléculas encontradas enumeradas en la tabla 9 que más 
probablemente participen en el sistema inmune, según su similaridad con moléculas que se conoce 
que participan en sistemas inmunes de otros animales.    
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C)	  MÓDULO	  EFECTOR	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MÓDULO	  DE	  RECONOCIMIENTO	  
	  
TABLA 9. Módulo de reconocimiento del inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus. 
Módulo de Reconocimiento 
Dominios de la 
Estructura 
Canónica 
Estructura de 
Dominios 
Número de 
Transcritos Función / Proceso (GO) 
Cambio de Expresión 
(logFC Control –vs- Tiempo 
Temprano/ logFC Control –vs- 
Tiempo Tardío) 
1. Receptores Membranales de 
Reconocimiento de Patrones 
Moleculares      
A. Proteínas con dominio TIR TIR   
Ensamblaje complejo mediado por 
el domino TIR  (GO:0071523)  
  TIR_2	   1  N/A 
      B. Proteínas con dominio 
NACHT 
Pyrin/CARD,NACHT,
LRR   
Respuesta inmune innata 
(GO:0045087) / Respeusta 
defensiva contra bacterias 
(GO:0042742) 
 
  Death-­‐NACHT	   2  N/A 
  NACHT	   50  1,19/1,67 
C. Receptores Lectina tipo C  	      
Familia del dominio lectina tipo 
C Lectin_C 	    
Proceso del sistema inmune 
(GO:0002376)  
  Lectin_C	   34  0,83/-0,09* 
D. Similar a Receptores 
Scavenger      
CD36	  (SR-­‐BII)	   CD36   
Detección de lipopolisacárido 
(GO:0032497)  
  CD36 1  2,34/1,89 
  Incomplete CD36 15  N/A 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Receptor	  Scavenger	  Rico	  
en	  Cisteína	   SRCR (9)   
 Detección de lipopolisacárido 
(GO:0032497)  
  SRCR(1) 3  N/A 
E. Receptores de 
Aloreconocimiento       
	  Alr1	   SP,Ig,Ig,TM,Cyt   Histocompatibilidad  
  Ig,Ig,TM,Cyt 9  1,64/0,38* 
	  Alr2	   SP,Ig,Ig,Ig,TM,Cyt   Histocompatibilidad  
  SP,Ig,Ig,Ig,TM,Cyt 6  4,15/4,18 
2. Receptores de 
Reconocimiento de Patrones 
Secretados      
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A. Proteínas de unión a 
Lipopolisacárido 
LBP_BPI_CETP,	  	  
LBP_BPI_CETP_C	     
Respuesta de Fase Aguda 
(GO:0006953)  
  LBP_BPI_CETP	   3  N/A 
  LBP_BPI_CETP_C	   4  N/A 
  
LBP_BPI_CETP,LBP_BPI_
CETP_C	   5  0,51*/1,06 
B. Lectinas de unión a 
Rhamnosa Gal_Lectin(3)	     Unión a Rhamnosa (GO:0033296)  
  Gal_Lectin	   13  N/A 
 	   Gal_Lectin,Gal_Lectin	   12  N/A 
 	  
Gal_Lectin,Gal_Lectin,Ga
l_Lectin	   8  -3,34/3,88 
 	  
Gal_Lectin,Gal_Lectin,Ga
l_Lectin,Gal_Lectin	   1  -10,28/10,66 
  
Gal_Lectin,Gal_Lectin,Ga
l_Lectin,Trypsin	   2  N/A 
C. Nematogalectina Collagen,Collagen,Gal_Lectin     
  
Collagen,Collagen,Gal
_Lectin 5  0,18*/1,74 
D. Rhamnospondina Gal_Lectin,	  TSP_1(3)	   	    Unión a Rhamnosa (GO:0033296)  
  
Gal_Lectin,Gal_Lectin,TS
P_1	   1  -7,96/8,33 
  Gal_Lectin,TSP_1	   3  N/A 
  
Gal_Lectin,TSP_1,TSP_1,
TSP_1,TSP_1,TSP_1,TSP_
1,TSP_1	  
4  2,64/2,57 
  
Gal_Lectin,TSP_1,TSP_1,
TSP_1,TSP_1,TSP_1,TSP_
1,TSP_1,TSP_1,TSP_1,TS
P_1	  
2  N/A 
3. Moléculas de Adhesión 
Celular      
A. Similar a Integrina_alfa 
FG-
GAP,Integrin_alpha2, 
VWA   
Coagulación sanguínea 
(GO:0007596),  Adhesión celular 
(GO:0007155), Migración celular 
(GO:0016477) 
 
  FG-­‐GAP,Integrin_alpha2	   8  1,74/2,08 
  Integrin_alpha2	   5  N/A 
  Integrin_alpha2,VCBS	   2  3,41/3,38 
B. Similar a Integrina_beta 
EGF2,Integrin_b_cyt,
Integrin_B_tail,Integr
in_beta   
Coagulación sanguínea 
(GO:0007596),  Adhesión celular 
(GO:0007155), Migración celular 
(GO:0016477) 
 
  Integrin_b_cyt	   4  N/A 
  
Integrin_b_cyt,Integrin_
beta	   4  0,48*/0,49 
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Integrin_B_tail,Integrin_
b_cyt,Integrin_beta	   2  N/A 
  Integrin_beta	   40  0,28*/0,51* 
C. Similar a Cadherina 
Cadherin(5),	  
Cadherin_C,	  
Cadherin_pro	     
Adhesión celular unión molecular 
(GO:0050839)  
  
Cadherin(3),Cadherin_C,
EGF,Laminin_G_2,Lamini
n_G_2	  
1  -4,9/-4,9 
D.Proteína con dominios de 
Cadherina Cadherin	       
  Cadherin	  (1-­‐35)	   192  0,82*/-0,25* 
  
7tm_2,Cadherin(8),DUF3
497,GPS,Laminin_EGF,La
minin_G_2,Laminin_G_2	  
2  N/A 
  
Cadherin,Cadherin,Cadh
erin,EGF,Laminin_G_2,L
aminin_G_2	  
1  N/A 
  
Cadherin,Cadherin,Cadh
erin,EGF	   2  N/A 
  
Cadherin,Cadherin,Cadh
erin,EGF,EGF_CA,I-­‐
set,Ig_2,SH2	  
1  N/A 
  
Cadherin,Cadherin,Cadh
erin,VWA	   1  2,71/2,12 
  Cadherin,Cadherin,Ig_2	   1  N/A 
  Cadherin,EGF_CA	   3  2,76/2,13 
  
Cadherin(14),HH_signal,
VWA	   1  N/A 
E. Similar a moléculas de 
adhesión de la superfamilia de 
las inmunoglobulinas 
FN3(2),IG,IGc2(4)   
Adhesión celular (GO:0007155) / 
Vía de señalización de receptores 
de superficie celular 
(GO:0007166) 
 
  I-­‐set(1-­‐3)	   16  N/A 
4. Otras moléculas de 
reconocimiento con dominios 
LRR      
A. Moléculas con dominios de 
LRR  	    
Ensamblaje complejo mediado por 
el dominio LRR (GO:0071571)  
  LRR_4	   6  N/A 
  LRR_4,LRR_4	   13  N/A 
  LRR_4,LRR_4,LRR_8	   15  N/A 
  
LRR_4,LRR_4,LRR_8,LRR
_8	   1  N/A 
  
LRR_4,LRR_4,LRR_8,LRR
_8,LRR_8	   1  N/A 
  
LRR_4,LRR_4,LRR_8,LRR
_8,LRR_8,PDZ	   1  N/A 
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LRR_4,LRR_4,LRR_8,LRR
_8,Miro	   2  N/A 
  LRR_4,LRR_8	   15  N/A 
  LRR_4,LRR_8,LRR_8	   2  1,30/0,68* 
  
LRR_4,LRR_8,LRR_8,LRR
_8	   2  N/A 
  LRR_4,LRR_8,Ras	   1  N/A 
  LRR_5	   2  N/A 
  LRR_5,LRR_8	   3  2,70/2,84 
  
LRR_5,LRR_8,LRR_8,LRR
_8	   1  N/A 
  LRR_8	   29  N/A 
  LRR_8,LRR_8	   30  N/A 
  LRR_8,LRR_8,LRR_8	   2  N/A 
  
LRR_8,LRR_8,LRR_8,LRR
_8	   2  N/A 
  LRR_8,Miro	   2  4,26/4,31 
  LRR_8,zf-­‐C3HC4_3	   2  N/A 
  
LRRNT,LRR_4,LRR_4,LRR
_8	   1  0,28*/-1,19 
  
LRRNT,LRR_4,LRR_8,LRR
_8,LRR_8	   1  N/A 
  LRRNT,LRR_8	   1  1,31/-0,22 
 
La primera columna de la tabla muestra el nombre de las moléculas clasificadas en módulo de reconocimiento. La segunda columna “Dominios de la estructura canónica” hace un 
listado alfabético de los dominios que posee la estructura canónica de la proteína según Uniprot. La tercera columna “Estructura de dominios” muestra los dominios identificados 
con Pfam en los transcritos de H. symbiolongicarpus. La columna “Número de transcritos” hace referencia al número de transcritos obtenidos que generan secuencias proteicas 
diferentes con el mismo contenido de dominios. En la cuarta columna se menciona el término de GO que describe la función de la proteína canónica en H. sapiens o M. musculus. 
En la ultima columna se muestra el logFC del Control comparado con el Tiempo Temprano y el logFC del Control comparado con el Tiempo Tardío de uno de los transcritos 
correspondientes a la arquitectura elegido al azar (ver sección 2.3 de Resultados). El asterisco (*) al lado de un valor de logFC significa que el cambio no representa expresión 
diferencial. Los transcritos de las celdas señaladas con N/A no tienen valores de cuantificación de la expresión.  
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RECEPTORES TRANSMEMBRANALES E INTRACELULARES  
 
Entre los receptores transmembranales que se esperaba encontrar están los receptores tipo Toll 
(TLRs) que se caracterizan por poseer repeticiones ricas en leucina en su extremo extracelular y un 
dominio TIR en el extremo intracelular. Ninguna molécula con esta arquitectura fue hallada, similar a 
como sucedió al obtenerse el borrador del genoma de H. magnipapillata [5]. En este caso se encontró 
en el transcriptoma de H. symbiolongicarpus un total de 135 moléculas con número variable de 
repeticiones ricas en leucina, de las cuales 36 tienen dominios transmembranales pero sin dominio 
TIR, de nuevo una condición similar a lo hallado en H. magnipapillata [5]. El resto de moléculas con 
dominios de repeticiones ricas en leucina podrían expresarse en el citoplasma ya que no contienen un 
péptido señal que los lleve a la vía de secreción. Únicamente se encontró una molécula con un 
dominio TIR sin poseer ningún dominio adicional y no se encontró un adaptador MyD88 canónico, 
necesario para la señalización de la vía de los TLRs. Sin embargo, en el nematodo C. elegans se ha 
demostrado la funcionalidad de una proteína con arquitectura similar llamada TIR-1 en el contexto 
inmune [131], por lo que la posible función en inmunidad de la molécula con dominio TIR en H. 
symbiolongicarpus no debe ser descartada.  
 
Aunque no son receptores transmembranales sino intracelulares, se mencionan brevemente a los 
receptores tipo NOD (NLRs), que comparten con los TLRs el tener como dominio de reconocimiento 
las repeticiones ricas en leucina. Ningún transcrito con la arquitectura canónica de estos receptores 
(LRRs-NACHT-dominio N-terminal conteniendo pliegues tipo DEATH) fue hallado, de nuevo igual que 
en H. magnipapillata [47], sin embargo, se encontraron alrededor de 99 secuencias con repeticiones 
ricas en leucina con posible localización citoplasmática y se encontraron dos transcritos que contienen 
un dominio NACHT acompañado de un dominio DEATH. Aunque estas moléculas carezcan de 
dominio de reconocimiento, podrían participar en el contexto del sistema inmune sirviendo como 
moléculas adaptadoras. 
 
Otro grupo de receptores de patrones moleculares que fue buscado en este estudio es el de los 
receptores Scavenger de unión a lípidos. Se encontró únicamente un transcrito con la estructura 
canónica del receptor transmembranal CD36, que ha sido encontrado también en el antozoo A. 
elegantissima, posiblemente ligado al establecimiento de simbiosis con el alga [60]. Esta molécula 
también funciona como receptor de trombospondina, dominio que se encuentra en un gran número de 
moléculas de opsonización, de las cuales algunas están en cnidarios. Otro grupo de receptores 
Scavenger es el que contiene hasta nueve repeticiones de dominios ricos en cisteína (SRCR). Ningún 
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representante canónico de ese grupo fue encontrado, sin embargo fueron detectados 3 transcritos 
conteniendo una única copia de este dominio.     
 
Se encontraron también 34 moléculas transmembranales cada una con un único dominio de lectina 
tipo C de unión a carbohidratos. Este tipo de moléculas ha sido encontrado en numerosas copias 
genómicas en N. vectensis [57]. Posteriormente se podrían hacer análisis filogenéticos para determinar 
si conservan su función, ya que el variado número de transcritos podría implicar tanto redundancia en 
las funciones como un cambio hacia nuevas funciones.    
 
Se hallaron los genes conocidos como alodeterminantes o genes controladores del fenómeno de 
alorreconocimiento Alr [52]. Para Alr1 se hallaron 9 transcritos, mientras que para Alr2 se hallaron 6 
con estructuras canónicas. En la figura 15A) se muestra el alineamiento y la relación en distancia con 
los otros alelos del locus Alr1 reportados para la especie H. symbiolongicarpus. En la figura 15B) se 
muestra el árbol de distancia con los otros alelos reportados para Alr2, donde también se muestran en 
rojo transcritos con una arquitectura similar a Alr2 pero que por su distancia con el resto de alelos 
caracterizados para el locus, se podría sugerir que pertenecen a otro locus. El exceso de transcritos se 
puede deber a variabilidad alélica, splicing alternativo y a que es difícil asignar con seguridad un 
transcrito a un locus específico ya que la región cromosómica donde se encuentran Alr1 y Alr2 ha 
presentado eventos de duplicación génica y se encuentran loci que codifican para proteínas con 
arquitecturas similares. Las moléculas de alorreconocimiento, que típicamente distinguen entre tejidos 
propios y tejidos extraños provenientes de otros individuos de la misma especie, podrían también jugar 
un papel en el reconocimiento de patrones moleculares microbianos, mediando el reconocimiento de 
patógenos o la interacción con la microbiota comensal.  
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A) 
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B) 
 
 
 
FIG 15: Transcritos de los loci Alr1 y Alr2. En la figura 15 A) se muestra el alineamiento con TCoffee de los transcritos 
identificados para Alr1 en el presente transcriptoma y los alelos para el mismo locus publicados en el trabajo de Rosa et al, 
2010 [132] y el árbol de distancias obtenido por NJ con 1000 repeticiones de Bootstrap de los mismos, que muestra como 
todos los alelos del anterior estudio se agrupan juntos en un solo clado con tres secuencias del transcriptoma aquí 
secuenciado (en rosa), mientras que las otras secuencias obtenidas en el presente estudio se agrupan en la base. En la 
figura 15B) se muestra un árbol generado por NJ con 1000 repeticiones de Bootstrap de soporte con las secuencias del locus 
Alr2 identificadas en este estudio y las publicadas en tres trabajos distintos de estudio de la variabilidad de este locus: [133-
135]. Las secuencias dentro del recuadro rojo muestran secuencias obtenidas en este estudio similares a Alr2 pero que 
también podrían pertenecer a otro locus por su distancia de los otros alelos. Los puntos azules son secuencias obtenidas en 
este estudio que se agrupan con los dos clados principales de alelos caracterizados a la fecha para Alr2.  
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RECEPTORES SECRETADOS 
 
Entre los receptores secretados encontrados en H. symbiolongicarpus abundan las lectinas, 
encontrándose nuevamente ramnospondinas, lectinas de unión a ramnosa y nematogalectinas. En el 
caso de la Nematogalectina, se encontraron 5 transcritos con diferencias en secuencia a nivel de 
nucleótidos. Se ha encontrado que esta molécula es taxón específica del filo de los cnidarios y parece 
estar asociada al túbulo de los nematocistos (estructuras celulares específicas del filo) [136]. Su 
implicación en inmunidad no ha sido establecida, aunque en este estudio se encontró que un transcrito 
con esta arquitectura aumenta su expresión tras el reto bacteriano (ver figura 21 de la sección 2.3 de 
Resultados y Tabla 9). Se encontraron 6 transcritos de ramnospondina, una lectina de unión a 
ramnosa con repeticiones de trombospondina, con posible función en opsonización ya caracterizada 
en este organismo [9] y que se sobre-expresa en retos con LPS [30]. Otros 6 transcritos codificando 
para lectinas de unión a ramnosa con diferente número de dominios de galectina posiblemente 
secretadas también fueron encontrados.  
 
Se hallaron 5 transcritos con la estructura canónica de proteínas de unión a lipopolisacárido y 7 
transcritos con estructuras parciales. Estas moléculas, típicas de metazoos, reconocen endotoxinas 
bacterianas como el lipopolisacárido y su señalización está dada a través del receptor TLR4 y otros 
antígenos como el CD14 y el MD2 en humanos [58]. Al no haberse encontrado receptores TLR en H. 
symbiolongicarpus se podría sugerir que esta molécula tiene un medio alternativo de señalización al 
detectar y opsonizar endotoxinas bacterianas.   
 
 
MOLÉCULAS DE ADHESIÓN 
 
Las moléculas de adhesión tienen como función principal el establecer la unión inter-celular en los 
tejidos de los animales. Las uniones adherentes son el tipo de estructura subcelular de adhesión 
común a todos los metazoos y median no sólo las interacciones estáticas sino también los procesos de 
morfogénesis dinámicos. Al corazón de las uniones adherentes se encuentran las cadherinas, como 
principales moléculas que median la adhesión. Las cadherinas tienen repeticiones de dominios de 
cadherina extracelulares y unas regiones citoplasmáticas de unión a Catenina p120 y beta-
catenina/armadillo [62]. En el presente trabajo no se detectó ninguna cadherina con estructura 
canónica, sin embargo, se detectaron 192 transcritos transmembranales con 1 - 35 repeticiones de 
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dominios de cadherina y presentes en una diversidad de arquitecturas. Adicionalmente se hallaron 
otros transcritos transmembranales menos abundantes con repeticiones de dominios de cadherina y 
de laminina extracelulares. Una diversidad tal de transcritos de moléculas de adhesión merece 
atención ya que podría tratarse de un sistema de reconocimiento con función inmune, aunque un 
sistema basado en este tipo de moléculas no haya sido observado anteriormente en animales.  
 
El otro grupo de moléculas de adhesión que merece atención especial en este transcriptoma es el de 
las integrinas, moléculas típicas de interacción entre la célula y la matriz extracelular, ligadas también a 
la motilidad celular. Se trata de heterodímeros formados a partir de subunidades transmembranales 
alfa y beta que han sido encontradas en todos los taxones animales estudiados, incluidos los cnidarios 
Podocoryne carnea, A. millepora y N. vectensis [137]. En el caso de H. symbiolongicarpus se 
encontraron pocos transcritos con las arquitecturas canónicas de estas moléculas. Sin embargo, se 
encontraron 40 transcritos transmembranales con dominios de integrina beta que podrían resultar 
interesantes en le contexto del sistema inmune, ya que se trata de moléculas que permiten la motilidad 
celular y la interacción con la matriz extracelular y en caso de infección estarían ubicadas en el 
compartimiento celular adecuado para el reconocimiento de patógenos. La figura 16 muestra las 
arquitecturas de las moléculas de adhesión con mayor diversidad de transcritos (Cadherina e 
Integrina) encontradas en el presente transcriptoma.   
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FIG 16: Principales moléculas de adhesión. Se muestran las arquitecturas de los distintos transcritos que codifican para 
moléculas de adhesión tipo Cadherina e Integrina.  
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MÓDULO	  DE	  SEÑALIZACIÓN	  
 
TABLA 10. Módulo de señalización del inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus.  
Módulo de 
Señalización 
Dominios de la 
Estructura Canónica 
Estructura de 
Dominios 
Número de 
Transcritos Función / Proceso (GO) 
Cambio de Expresión (logFC 
Control –vs- Tiempo Temprano/ 
logFC Control –vs- Tiempo Tardío) 
1. Vía de señalización 
de MAPK      
A. Similar a EGF 
LDLR, LDLR, vWFA, 
LDL,LDL,LDL,LDL,LDL, 
EGF_CA, EGF_CA   
Activación de la actividad MAPKK 
(GO:0000186), Vía de señalización 
del receptor del factor de 
crecimiento epidermal 
(GO:0007173) 
 
  
CBM_14,EGF_3(9),EGF_
CA(6)	   1  N/A 
  
CBM_14,EGF_3(5),EGF_
CA	   1  4,18/3,63 
B. FGF FGF   
Unión al receptor del facotr de 
crecimiento de fibroblastos 
(GO:0005104)    
  FGF 6  1,68/1,71 
C. Similar a EGFR 
EGF Receptor, Furin-
like cysteine-rich 
domain, Protein 
Kinase catalytic 
domain  
  
Actividad de receptor activada por el 
factor de crecimiento epidermal 
(GO:0005006)  
  7tm_2,GPS	   5  3,74/3,55 
D. Similar a FGFR FOP_dimer   
Actividad de receptor activada por el 
factor de crecimiento de fibroblasto 
(GO:0005007)  
  Pkinase_Tyr 9  -0,13*/0,85* 
E. Similar a GRB2 SH3, SH2, SH3   
Complejo Grb2-Sos 
(GO:0070618)/Complejo Grb2-
EGFR (GO:0070436)  
  SH2 4  N/A 
  SH2,SH3_1 1  N/A 
  SH3_1 10  1,12/1,52 
  SH3_1,SH3_1 1  N/A 
  SH3_2 2  N/A 
F. Similar a SOS H2A, RhoGEF, PH-li, REM, RasGEF     
  RhoGEF 1  4,03/4,32 
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  PH 1  4,07/4,32 
  RasGEF_N 1  N/A 
  RasGEF 1  N/A 
G. Similar a Ras P-loop_NTPase   
Actividad activadora de Ras GTPasa 
(GO:0005099)  
  Ras 19  N/A 
H. similar a RAF1 UBQ, C1, PKc_like   
Complejo Macromolecular 
(GO:0032991)  
  PH,Pkinase	   2  N/A 
  PH,Pkinase,Pkinase_C	   2  N/A 
  Pkinase	   32  N/A 
  Pkinase_C	   1  N/A 
  Pkinase_Tyr	   15  2,09/2,34 
  Pkinase_Tyr,SAM_2	   2  N/A 
I. Similar a MEK PKc_like   
 Actividad MAP quinasa quinasa 
quinasa (GO:0004709)  
  Pkinase 2  N/A 
J. Similar a MAPK PKc_like   
Actividad de proteína serín-treonina 
quinasa  (GO:0004674)/ actividad 
MAP quinasa (GO:0004707)  
  Pkinase 3  N/A 
K. Similar a MNK PKc_like     
  Pkinase 3  N/A 
L. Similar a RSK PKc_like, PKc_like     
  
Pkinase, Pkinase_C, 
Pkinase 5  3,45/-2,32 
M. CREB pK, B_zip1   
Proteina de unión al elemento de 
respuesta a cAMP (GO:0008140)  
  pKID, bZIP_1 3  N/A 
N. MYC Myc_N, Myc_N, HLH, Myc_L     
  HLH 1  N/A  
  HLH,  Myc_N  1  1,53/1,87  
2. Vía de señalización 
de Wnt       
A. Wnt Wnt   
Vía de señalización del receptor Wnt 
(GO:0016055)  
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  No Encontrado    
B. Frizzled CRD_FZ, Frizzled cysteine rich domain   
Regulación de la vía de señalización 
del receptor  Wnt (GO:0030111)  
  Fz, Frizzled 5  N/A 
C. Similar a 
Dishevelled DIX, PDZ, DEP, Dsh_C   
 Vía de señalización canónica del 
receptor Wnt (GO:0060070)  
  PDZ 8  N/A 
  PDZ, PDZ, PDZ 1  1,17/1,29 
  PDZ, SH3_2 1  N/A 
D. Similar a GSK-3B PKc_like   Complejo Protéico (GO:0043234)  
  Pkinase 4  N/A 
E. Similar a APC 
AR, ARM, ARM, A, A, 
S, APC_basic, 
EB1_binding     
  Pkinase 4  3,72/3,29 
F. Beta-Catenina ARM, ARM, A, ARM,ARM   
 Vía de señalización canónica del 
receptor Wnt (GO:0060070)  
  Arm(6) 2  N/A  
G. Similar a TCF CTNNB1_binding, HMG     
Complejo Catenina-TCF7L2 
(GO:0071664)  
  HLH 2  N/A 
  HLH(3) 1  N/A 
  
HLH, Sox_N, 
HMG_box 1  N/A 
  HMG_box 5  N/A 
3. Vía de Señalización 
de Notch      
A. DSL-Serrate 
N terminus of Notch 
ligand, EGF_CA(7),  
von Willebrand factor 
type C domain 
  
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  DSL 3  N/A 
  DSL,EGF(7) 1  -1,79/0,26 
  DSL,EGF(8) 2  1,21/1,46 
B. Similar a Delta N terminus of Notch ligand, TM, EGF_CA(5)   
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  No Encontrado    
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C. Similar a Jagged 
N terminus of Notch 
ligand, EGF_CA(10),  
von Willebrand factor 
type C domain 
  
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  
DSL, EGF(8), DSL, 
EGF(7), EGF_CA 2  2,05/1,41 
D. NOTCH 
EGF_CA (19), Notch 
superfamily, NOD 
superfamily, NODP 
superfamily, Ank(2), 
DUF 
  
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  
Ank_2,Ank_2,EGF,EG
F_CA,NODP,Notch,N
otch 
2  N/A 
  
Ank_2,Ank_2,NODP,
Notch,Notch 1  2,63/3,02 
  
Ank_4,EGF,EGF_CA,
NODP,Notch,Notch 2  N/A 
  EGF(8) 2  1,97/-1,55 
  DSL, EGF(8) 1  1,21*/1,46 
  DSL, EGF(8), MNNL 1  N/A 
  EGF(8), EGF_CA 4  N/A 
E. TACE 
Reprolysin family 
propeptide, Zinc-
dependent 
metalloprotease,  
Disintegrin 
  
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  Peptidase_M84 1  N/A 
  
Peptidase_M84, 
Pep_M12B_propep 1  N/A 
F. NUMB 
Pleckstrin homology-
like domain, NUMB 
domain   
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  PID 2  3,96/4,30 
G. Deltex WWE(2), zf-RING_2   
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  WWE 1  0,76/1,19 
  WWE, WWE 5  N/A 
  WWE, zf-RING_2 1  2,02/1,47 
  zf-RING_2 5  0,76/1,20 
H. Supressor of 
Hairless 
BTD,  LAG1-DNAbind, 
TIG   
Vía de señalización de Notch 
(GO:0007219)  
  LAG1-DNAbind, BTD  1  N/A 
4. Vía de señalización 
de PI3K-Akt-mTOR       
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A. PI3K 
PI3Kc_like 
(Phosphoinositide 3-
kinase (PI3K)-like 
family) 
  
Actividad 1-fosfatidilinositol-3-
quinasa (GO:0016303)  
  PI3K_C2 1  N/A 
  PI3K_C2,PI3Ka 1  N/A 
  PI3Ka 2  N/A 
  PI3Ka,PI3_PI4_kinase 2  N/A 
B. Akt/PKB 
PH_like (Pleckstrin 
homology-like 
domain),  PKc_like 
(Protein Kinases, 
catalytic domain) 
  
Cascada	  de	  señalización	  de	  la	  proteína	  
quinasa	  B	  (GO:0043491)	    
  
PH, Pkinase, 
Pkinase_C  2  N/A 
  Pkinase, Pkinase_C 1  N/A  
C. mTOR 
Ra (Rapamycin 
binding domain), 
PI3Kc_like 
(Phosphoinositide 3-
kinase (PI3K)-like 
family) 
  Complejo TORC1 (GO:0031931)  
  FAT, Rapamycin_bind 2  5,80/5,83  
      
D. Similar a RAPTOR HEAT, WD40(2)     
  IF4E 1  N/A 
5. Vía de señalización 
de la Apoptosis       
A. FasL TNF   
Vía de señalización de Fas 
(GO:0036337)  
  No Encontrado    
B. FasR Death,  TNFR_c6   
Vía de señalicación de receptor de 
superficie celular (GO:007166)  
  No Encontrado    
C. FADD Death-DED   
Complejo de señalización TRAIL 
inductor de muerte (GO:0031266)  
  No Encontrado    
D. Caspasa2 CARD,  Peptidase_C14   Proceso Apoptótico (GO:0006915)  
  
CARD,  
Peptidase_C14 1  N/A 
E.Similar a Caspasa3 CASc   Proceso Apoptótico (GO:0006915)  
   Peptidase_C14 27  2,84/2,65 
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  DED,Peptidase_C14 8  2,08/2,13 
F. Similar a Caspasa7 CASc   Proceso Apoptótico (GO:0006915)  
  
CARD,  
Peptidase_C14 1  N/A 
G. Similar a Caspasa8 DD_superfamily, DD_superfamily, CASc   Proceso Apoptótico (GO:0006915)  
  DED,Peptidase_C14 2  N/A 
H. Caspasa9 CARD,  Peptidase_C14 	    Proceso Apoptótico (GO:0006915)  
  NO	  Encontrado	      
I. Bcl2 BH4, Bcl-2_like     
  Bcl-­‐2	   14  2,66/2,40 
J. API5 API5     
   API5	   2  N/A 
K. AIF2 Pyr_redox, Pyr_redox_2     
  Pyr_redox_2	   4  N/A 
  Pyr_redox,Pyr_redox_2	   11  N/A 
  
Pyr_redox,Pyr_redox_2,
Rieske	   3  N/A 
  
EF_hand_5,Pyr_redox,P
yr_redox_2	   3  N/A 
  Pyr_redox_2,Rieske	   1  N/A 
 
Todas las convenciones como en la Tabla 9.  
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VÍA DE LAS MAPK 
 
La vía de las señalización de las MAP quinasas o de las proteínas quinasas activadas por mitógenos, 
está conservada desde levaduras hasta mamíferos y juega un papel importante en una gran variedad 
de procesos biológicos que implican el monitoreo del ambiente y la respuesta a condiciones 
ambientales cambiantes [138]. Se conoce que la vía de las MAP quinasas es activada por diversos 
factores de crecimiento, señales de estrés y señales inflamatorias y la vía es capaz de alterar la 
expresión de la célula para promover procesos como el crecimiento, la diferenciación, el desarrollo, la 
inflamación o la apoptosis [139]. En H. symbiolongicarpus se encontró la vía completa de las MAP 
quinasas, con todos sus componentes intermediarios, contrario a la vía de señalización de los TLRs, 
que es la principal vía del sistema inmune innato. Por ello, se podría sugerir que la mayoría de señales 
inmunes de este organismo podrían ser transmitidas por la vía de las MAPK. La figura 17 muestra un 
resumen de los elementos de la vía hallados en el presente transcriptoma.        
 
VÍA DE WNT 
 
La vía de señalización de WNT tiene la capacidad de producir cambios en la expresión génica y es 
muy importante en mamíferos para el control de la proliferación celular en diversos contextos incluido 
el sistema inmune [140]. En cnidarios se ha encontrado esta vía de señalización participando en la 
embriogénesis, en el proceso de regeneración y en apoptosis [141, 142]. En H. symbiolongicarpus se 
encontraron todos los miembros de esta vía con excepción de la molécula señalizadora WNT (figura 
17), lo que sugiere que la vía puede ser funcional pero respondiendo a otros estímulos.     
 
VÍA DE NOTCH 
 
La vía de NOTCH es fundamental para el proceso de desarrollo embrionario y en mamíferos juega un 
rol importante en la modulación de las respuestas inmunes mediadas por células T [143]. En Hydra la 
vía está involucrada con la diferenciación de las células intersticiales [144]. La presencia de la vía 
completa en H. symbiolongicarpus la hacen una excelente candidata a transmitir señales relacionadas 
con respuestas inmunes (Figura 17).   
 
VÍA DE PI3K-AKT-mTOR 
 
La vía de las fosfatidil-inositol-3-quinasas y del mTOR se reconoce en mamíferos como un centro 
importante de la regulación del metabolismo, el crecimiento y la sobrevida celular. Además, se conoce 
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que estas vías activan respuestas inmunes celulares [145]. En cnidarios la vía se ha visto asociada, 
junto con la vía de las MAPK, a la activación del factor de transcripción FoxO que regula la expresión 
de péptidos antimicrobianos [146]. También es una vía que modula la señalización del receptor de 
insulina, que ha sido vinculado a la respuesta inmune [147]. En H. symbiolongicarpus se encontró 
tanto la vía de señalización, como el factor de transcripción FoxO3 y el receptor de la insulina, 
sugiriendo que como en Hydra, podría tener implicaciones en el sistema inmune.          
 
VÍA DE LA APOPTOSIS 
 
La apoptosis, o el proceso de muerte celular programada en animales, es un proceso por medio del 
cual se remodelan los tejidos durante el desarrollo embrionario, se eliminan células viejas o dañadas, 
se regula el número celular y se protege contra patógenos. De allí que sea uno de los brazos efectores 
del sistema inmune por excelencia. La apoptosis se activa por una cascada proteolítica en la que se 
encuentra involucrada una familia de cisteína-proteasas llamadas caspasas. En Hydra las caspasas se 
encuentran localizadas en las mitocondrias y al activarse el proceso apoptótico, se liberan las 
caspasas al citoplasma donde inicia el proceso proteolítico. La apoptosis se promueve por la inhibición 
de la vía PI3K en Hydra, insinuando que la ausencia de los factores de crecimiento detectados por 
esta vía es inductor de apoptosis [69]. En mamíferos el inicio del proceso apoptótico está determinado 
por el Fas ligando y el receptor de Fas (FasR), moléculas que no fueron encontradas en el presente 
transcriptoma. Sin embargo, homólogos de las caspasas 2, 3, 7 y 8 fueron encontradas.      
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FIG 17: Vías de señalización del sistema inmune presentes en H. symbiolongicarpus. Se muestran los componentes 
principales de las vías de señalización relevantes para el sistema inmune encontradas en el presente transcriptoma. Se debe 
hacer referencia a la Tabla 9 para saber cuáles de ellos se encontraron en su estructura canónica. Moléculas en línea 
punteada no fueron encontradas. 
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MÓDULO	  EFECTOR	  	  
 
TABLA 11. Módulo efector del inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus.  
Módulo Efector Dominios de la Estructura Canónica 
Estructura de 
Dominios 
Número de 
Transcritos Función / Proceso (GO) 
Cambio de Expresión 
(logFC Control –vs- Tiempo 
Temprano/ logFC Control –vs- 
Tiempo Tardío) 
1. Proteasas      
A. Toxina 
metaloproteasa similar a 
Astacina 
Astacin Astacin 22 Actividad metaloproteasa (GO:0008237) 3,58/2,89 
B. Serín-proteasa SSP1 Trypsin Trypsin 5 Actividad Peptidasa tipo serina (GO:0008236) 3,78/3,60 
    Similar a Serín-
proteasa SSP1  Collagen-Trypsin 7  2,68/2,89 
C. Cathepsina  Inhibitor_I29-Peptidase_C1 
Inhibitor_I29-
Peptidase_C1 35 
Actividad Peptidasa 
(endopeptidasa) tipo cisteína  
(GO:0004197) 
0,43*/0,84* 
Proteínas similares a 
Cathepsina   Peptidase_C1 148  N/A 
  Inhibitor_I29 5  0,43*/0,85* 
  
Peptidase_C1,Prope
ptide_C1 6  2,03/2,43 
D. Serín-proteasas Trypsin Trypsin 43 Actividad Peptidasa tipo serina (GO:0008236) N/A 
    Proteína similar a 
Serín-proteasa  ShK-Trypsin 4  4,11/4,09 
2. Actividad inhibidora 
de Peptidasas y 
Proteasas       
A. Similar a proteína 
motora de neurona 1 rica 
en cisteína 
Antistasin(4)-VWC(6)   
Actividad inhibidora de 
endopeptidasas tipo serina 
(GO:0004867)  
  Antistasin 12  N/A 
  Antistasin(2) 14  N/A 
  Antistasin(3) 1  2,79/2,93 
  Antistasin-GFBP 1  3,76/2,71 
B. Serine protease 
inhibitor Kazal-type Kazal_1- Kazal_2(13)    
Actividad inhibidora de 
endopeptidasas tipo serina 
(GO:0004867)  
     Serine protease 
inhibitor Kazal-like  Kazal_2 11  2,18/2,71 
	    
Kazal_1(4)-
Kazal_2(4)-
Thyroglobulin_1(3) 
4  N/A 
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Kazal_1(4)-
Kazal_2(5)-
Thyroglobulin_1(3) 
4  N/A 
  
Kazal_1(2)-
Thyroglobulin_1(2) 3  N/A 
  
Kazal_1(5)-
Kazal_2(5)-
Thyroglobulin_1(3) 
2  N/A 
  Kazal_1 2  3,04/-2,46 
  Kazal_1(3)-Kazal_2 2  N/A 
  Kazal_1(2)-Kazal_2 2  N/A 
  Kazal_1-Kazal_2 2  -3,15/3,44 
  
Kazal_1-Kazal_2(4)-
Thyroglobulin_1(3) 2  N/A 
  
Kazal_2(4)-
Thyroglobulin_1-
VWC 
2  4,23/4,17 
  
Kazal_1(4)-
Kazal_2(4)-
Thyroglobulin_1(2) 
1  1,04*/-0,70* 
  
Kazal_2,Kunitz_BPT
I 1  N/A 
3. Proteínas de fase 
Aguda      
A. Alfa 2-macroglobulina 
A2M-A2M_comp-
A2M_N-A2M_N_2-
A2M_recep-Thiol-
ester_cl 
    
    Similar a Alfa 2-
macroglobulina  A2M_N 10  N/A 
  
A2M-A2M_comp-
Thiol-ester_cl 7  1,04*/1,30* 
  
A2M-A2M_comp-
A2M_recep-Thiol-
ester_cl 
6  N/A 
  A2M_N-A2M_N_2 6  1,87/-0,16* 
  A2M_recep 4  N/A 
  A2M_N_2 4  N/A 
  
A2M_comp-
A2M_recep 4  2,46/2,57 
  
A2M-A2M_N-
A2M_N_2-
A2M_comp-Thiol-
ester_cl 
3  N/A 
  
A2M-A2M_N_2-
A2M_comp-Thiol-
ester_cl 
2  2,09/2,34 
  A2M_comp 2  N/A 
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  A2M 1  N/A 
  A2M-A2M_N_2 1  N/A 
4. Peptidasas      
A. Metaloendopeptidasa 
similar a Astacina Astacin Astacin 55 
Actividad metaloproteasa 
(GO:0008237) N/A 
     Similar a la 
metaloendopeptidasa 
Astacina  
Astacin-ShK 19  1,40/1,23* 
  Astacin-MAM 3  N/A 
  
Astacin-
Gal_Lectin(2) 1  N/A 
5. Radicales Libres       
A. Sintasa de óxido 
nítrico 
FAD_binding_1-
Flavodoxin_1-
NAD_binding_1-
NO_synthase 
FAD_binding_1-
Flavodoxin_1-
NAD_binding_1-
NO_synthase 
4 Proceso biosintético del óxido nítrico (NO) (GO:0006809) 6,53/6,55 
6. Quitinasas      
A. Quitinasa acídica de 
mamíferos 
CBM_14-
Glyco_hydro_18 
CBM_14-
Glyco_hydro_18 3 
Actividad quitinasa 
(GO:0004568) 6,18/6,01 
 Similar a Quitinasa 
acídica de mamíferos  Glyco_hydro_18 16  4,31/4,09 
  CBM_14 1  N/A 
7. Proteínas 
antimicrobianas      
A. Proteína bactericida 
aumentadora de la 
permeabilidad 
LBP_BPI_CETP-
LBP_BPI_CETP_C 
LBP_BPI_CETP-
LBP_BPI_CETP_C 18 
Unión a Lipopolisacárido 
(GO:0001530) 3,57/3,26 
Similar a Proteína 
bactericida aumentadora 
de la permeabilidad  
LBP_BPI_CETP_C 21  N/A 
  LBP_BPI_CETP 7  N/A 
 
Todas las convenciones como en la Tabla 9.  
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PROTEASAS, PEPTIDASAS Y QUITINASAS 
 
El presente transcriptoma se caracterizó por un abundante número de transcritos codificando para 
proteasas y peptidasas como posibles moléculas del módulo efector del sistema inmune. Se 
encontraron 22 transcritos codificando para metaloproteasas tipo astacina, 55 para 
metaloendopeptidasas tipo astacina canónicas y 19 con una arquitectura que combina los dominios de 
Astacina y ShK, que es un dominio de toxina que afecta canales de potasio. Transcritos con 
arquitectura similar se han encontrado sobre-expresados en retos inmunes con LPS [30] y se han visto 
asociados a la curación de las heridas [148]. Se encontraron 12 transcritos que codifican para serin-
proteasas SSP1 y 45 para otras serin-proteasas. Finalmente, se encontraron 22 transcritos que 
codifican para catepsinas que son proteasas lisosomales capaces de iniciar el proceso apoptótico al 
activar las caspasas o de iniciar un tipo de proceso apoptótico independiente de caspasas [83, 84]. Se 
encontraron 3 transcritos codificando estructuras canónicas de quitinasas ácidas de mamíferos que 
habían sido caracterizadas previamente en H. echinata [151].  
 
 
INHIBIDORES DE PROTEASAS 
 
Se hallaron en total 38 posibles serin-proteasas tipo Kazal, 8 del tipo Kuniz y 26 con dominios de 
antistasina. Estos inhibidores de proteasas han demostrado tener actividad antimicrobiana [75, 149, 
150]. Otro inhibidor de proteasas y proteinasas que fue buscado es la proteína tioester alfa-2-
macroglobulina pero no fue hallado en su estructura canónica.  
 
SÍNTESIS DE RADICALES LIBRES 
 
Se encontraron 4 transcritos que codifican para la estructura canónica de sintasas de óxido nítrico, 
molécula que puede tener una función neurotransmisora o efectora, dependiendo de la concentración 
a la que se encuentre [79, 81].   
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PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS 
 
El transcriptoma de H. symbiolongicarpus no contenía ninguno de los péptidos antimicrobianos 
anteriormente reportados en Hydra: Hydramacina, Arminina y Periculina. No se encontraron 
componentes canónicos del sistema complemento. Sin embargo, se halló la proteína bactericida 
aumentadora de la permeabilidad (BPI), la cual tiene actividad antimicrobiana y ha sido encontrada en 
diversos filos del reino animal [76].    
 
 
2.3 Detección	  de	  Transcritos	  de	  H.	  symbiolongicarpus	  Diferencialmente	  Expresados	  Ante	  
un	  Reto	  Bacteriano	  
 
 
De los 116,924 contigs ensamblados, sólo aquellos que tuvieran al menos dos lecturas por millón de 
secuencias en al menos una de las librerías (control, tiempo temprano post-reto y tiempo tardío post-
reto) fueron retenidos, ya que sólo con esa cobertura es posible detectar la expresión diferencial. Se 
pudo realizar el análisis para 44273 fragmentos ensamblados del transcriptoma que cumplían con la 
anterior condición. Los factores de normalización calculados para cada librería a través de TMM se 
muestran en la tabla 12, los cuales corrigen las diferentes composiciones y abundancias de transcritos 
en cada muestra [108]. Los tamaños efectivos de las librerías son el producto del tamaño experimental 
de la librería y el factor de normalización [152]. La cercanía entre factores de normalización es 
evidencia de que las librerías son similares en composición. (Ver anexo 5 para análisis de 
escalamiento multidimensional).  
 
TABLA 12 Factores de normalización 
calculados para cada librería 
GRUPO Tamaño de la Librería 
Factor de 
Normalización  
C 14.703.172 1,0075495 
T1 18.740.162 0,9734045 
T2 15.782.436 1,0196245 
 
 
Después de la normalización de todas las librerías se hizo la estimación de la dispersión común la cual 
fue asignada a cada transcrito y es usada para calcular las desviaciones estándar bajo el modelo 
	   89	  
binomial negativo. Al no haber réplicas biológicas se utilizó la aproximación de modelos lineales 
generalizados para la estimación, el cual permite calcular la variabilidad intrínseca de una única 
muestra biológica, aunque no descarta la necesidad de réplicas biológicas para hacer análisis de 
expresión diferencial con soporte estadístico [121]. El valor de dispersión común fue de 0,05955, lo 
que corresponde al cuadrado del coeficiente de variación. Si se toma la raíz cuadrada de ese valor 
(0,244) se puede interpretar que la verdadera abundancia de un gen en nuestras muestras puede 
variar hacia arriba o hacia abajo en 24%. Esto se hace bajo un modelo en el que se asume que la 
dispersión de todos los genes está determinada por un valor común, sin embargo es de esperarse que 
cada gen tenga un valor individual de dispersión. Por ello el valor de dispersión común fue usado para 
calcular valores de dispersión individuales para cada gen que luego fueron aproximados nuevamente 
al valor de dispersión común para moderar las estimaciones.  
 
Después de obtener los valores de dispersión individuales se realizaron comparaciones pareadas de 
expresión entre todas las muestras. EdgeR incorpora en el análisis el ajuste de los p-valores usando la 
corrección de razón de falsos descubrimientos (FDR) y arroja una lista ordenada según p-valor (valor 
de significancia = 0,05) o según el parámetro fold change de genes que de forma significativa están 
diferencialmente expresados. Se pudieron detectar 3,716 transcritos diferencialmente expresados 
entre el control y el tiempo temprano post-reto, 2,272 entre el control y el tiempo tardío post-reto y 
2,331 entre el tiempo temprano post-reto y el tiempo tardío post-reto, calculándoles su respectivo valor 
de Fold Change (FC) que corresponde al número de veces que varía la concentración de un transcrito 
en una muestra con respecto a la otra. Este valor sólo representa una comparación de 
concentraciones relativas entre muestras y no representa ningún valor de cuantificación absoluta.  
 
Para visualizar estos resultados se hizo inicialmente un histograma graficando la densidad de 
transcritos contra el logaritmo de las concentraciones de los 1000 transcritos con mejor p-valor para 
expresión diferencial como se muestra en la figura 18. En todas las comparaciones la mayor densidad 
de transcritos diferencialmente expresados se encuentra alrededor del valor de logaritmo de 
concentración igual a 2, lo que quiere decir que este es el nivel de expresión más frecuente entre los 
transcritos detectados como diferencialmente expresados de manera significativa. Adicionalmente se 
analizó la relación entre la concentración y el FC de todos los genes para cada comparación (Figura 
19). Los dos gráficos sólo muestran el comportamiento general de los datos de expresión en las 
diferentes comparaciones. Al final se hicieron tablas en archivos .csv de los resultados de todas las 
comparaciones para análisis posteriores. Estas tablas no se muestran en este texto. 
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FIG 18: Histogramas de densidad de los mejores 1000 transcritos con expresión diferencial. Histogramas de densidad 
o abundancia de los 1000 transcritos con mejor p-valor de expresión diferencial. 
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FIG 19: Gráficos MA de las comparaciones entre muestras para detectar expresión diferencial. En el gráfico MA 
aparecen los genes diferencialmente expresados de color rojo y aquellos que no cambian su expresión entre los grupos de 
comparación aparecen de color negro. Los puntos naranja representan genes sin conteos en alguna de las dos muestras. Las 
líneas azules muestran un umbral de log FC igual a 2 que es el límite de significancia biológica de la expresión diferencial. 
Esta gráfica se construye con la dispersión común de los genes.  
 
Se hizo un diagrama de dispersión del logaritmo de FC de los dos tiempos del tratamiento con 
respecto al control y se resaltan los transcritos pertenecientes al inmunotranscriptoma seleccionado 
por palabras clave, el cual se muestra en la figura 20. La figura genera cinco grupos de transcritos que 
se comportan de la misma manera frente al reto bacteriano que se pueden interpretar de la siguiente 
manera: aquellos dentro de la caja gris no cambian su expresión con el tratamiento y aquellos fuera de 
ésta sí lo hacen. De estos últimos se pueden extraer 4 grupos: el cuadrante I señala transcritos que 
aumentan su expresión en el tiempo temprano y la sobreexpresión se mantiene en el tiempo tardío. El 
cuadrante II muestra transcritos que aumentan su expresión con respecto al control en el tiempo 
temprano y luego la reducen en el tiempo tardío. El cuadrante III agrupa transcritos que bajan su nivel 
de expresión en el tiempo temprano con respecto al control y la sub-expresión se mantiene en el 
tiempo tardío. Finalmente en el cuadrante IV se encuentran los transcritos que disminuyen su 
expresión en el tiempo temprano y y luego la aumentan por encima de los niveles de expresión del 
control en el tiempo tardío.  
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FIG 20: Dispersión del cambio de expresión de un grupo de transcritos en el tiempo después del reto bactriano. 
Dispersión de todos los transcritos con datos de cuantificación para las tres muestras (Control, Tiempo Temprano y Tiempo 
Tardío) en total 16,259 transcritos. Los transcritos que adicionalmente fueron incluidos dentro del inmunotranscriptoma por 
selección con palabras clave se muestran como círculos azules. El eje X muestra el logaritmo del FC de la comparación entre 
el control y el tiempo temprano, mientras que el eje Y muestra lo mismo para la comparación entre el control y el tiempo tardío 
para cada gen. Los valores positivos de log FC muestran sobreexpresión mientras que los valores negativos muestran sub-
expresión del gen en cuestión. La caja gris muestra el umbral de significancia biológica para considerar expresión diferencial 
que corresponde a un log FC de 2. Los puntos dentro de la caja no están diferencialmente expresados y aquellos por fuera de 
la caja si lo están.     
 
 
Los transcritos diferencialmente expresados fueron anotados nuevamente con las ontologías de KO, 
los términos de GO, la base de datos de Pfam y la colección no-redundante de nucleótidos del NCBI. 
Se encontró la intersección entre los transcritos pertenecientes al inmunotranscriptoma y los transcritos 
diferencialmente expresados entre el control y las muestras con tratamiento. La tabla 13 muestra 
cuántos transcritos diferencialmente expresados en cada comparación tuvieron una anotación al 
	   94	  
comparar con la base de datos de nucleótidos no redundante del NCBI. En el futuro se sugiere hacer 
un análisis con la herramienta para R GOseq o un análisis de enriquecimiento de términos de GO. 
 
TABLA	  13	  Secuencias	  diferencialmente	  expresadas	  sin	  anotar	  
Comparación	   Total	  DE	   Total	  sin	  Anotación	  
Control	  .vs.	  Tiempo	  
Temprano	   3716	   844	  
Control	  .vs.	  Tiempo	  Tardío	   2272	   387	  
 
 
La variación de la expresión en el tiempo de algunos transcritos selectos del inmunotranscriptoma se 
muestra en la figura 21. Se muestran que algunas de las moléculas mencionadas anteriormente como 
relevantes para el sistema inmune cambian su expresión significativamente ante un reto bacteriano. 
Adicionalmente, en la última columna de las tablas 9, 10 y 11 se presenta información sobre el cambio 
de expresión de miembros selectos del inmunotranscriptoma. Vario de entre ellos cambian su 
expresión frente el reto bacteriano.  
A) 
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B) 
NÚMERO	   ID	   TRANSCRITO	  
1	   Hysy38537_c0_seq1_6_0	   Nematogalectina	  
2	   Hysy55582_c0_seq1	   Lectina	  de	  unión	  a	  ramnosa	  
3	   Hysy57182_c0_seq2_6_0	   Adhesión	  similar	  a	  DSCAM	  
4	   Hysy58513_c0_seq1_3_0	   Proteína	  con	  dominios	  de	  Cadherina	  
5	   Hysy58913_c0_seq1_3_1	   Proteína	  con	  dominio	  NACHT	  
6	   Hysy46210_c0_seq3	   Alr1	  
7	   Hysy54965_c0_seq1	   Integrina-­‐beta2	  
8	   Hysy40186_c0_seq1	   Lectina	  Tipo	  C	  
9	   Hysy57884_c0_seq3	   Miembro	  de	  la	  Superfamilia	  de	  las	  Inmunoglobulinas	  
10	   Hysy44974_c0_seq1	   Molécula	  de	  adhesión	  Neuronal	  
11	   Hysy39291_c0_seq2_6_0	   Hidrolasa	  de	  Carbohidratos	  	  
12	   Hysy53180_c0_seq1_3_0	   Astacina	  
13	   Hysy56663_c5_seq1_6_0	   Factor	  Inductor	  de	  Apoptosis	  
14	   Hysy58408_c0_seq12_5_0	   Tenascina	  
15	   Hysy58670_c0_seq19_4_0	   BPI	  
16	   Hysy58323_c1_seq3	   Subunidad	  2	  del	  Proteosoma	  
17	   Hysy58717_c2_seq1	   Metaloproteinasa	  con	  repeticiones	  de	  TSP1	  
18	   Hysy58205_c1_seq1	   Proteína	  de	  Choque	  Térmico	  70	  
19	   Hysy56399_c4_seq1	   Caspasa	  3b	  
20	   Hysy57499_c0_seq1	   Catepsina	  
 
FIG 21: Transcritos con posible implicación inmune que cambian su expresión tras un reto bacteriano. A) Cambio de 
la expresión ocn respecto al control. B) Los transcritos del 1 al 10 pertenecen al módulo de reconocimiento, mientras que los 
transcritos del 11 al 20 pertenecen al módulo efector. Todos los transcritos obtuvieron al menos un resultado estadísticamente 
significativo de expresión diferencial en las comparaciones entre la muestra Control y Tiempo Temprano o entre Control y 
Tiempo Tardío.   
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2.4 Validación	  Experimental	  del	  Análisis	  de	  Expresión	  Diferencial	  
Para validar experimentalmente el análisis in silico de expresión diferencial se seleccionó un grupo de 
tres moléculas del inmunotranscriptoma que presenta expresión diferencial (Tabla 14), para el cual se 
diseñaron iniciadores de PCR en tiempo real que amplifican entre 220 y 350 pb. La estandarización de 
la temperatura y concentración de los reactivos de la reacción fue realizada exitosamente. Para los 
tres transcritos evaluados se detectó cambio significativo de la expresión en los tratamientos con 
respecto al control. La evaluación en todos los puntos de tiempo permite una observación más fina de 
los cambios de expresión. Esto lleva a una resolución superior a la dada por el experimento de ARN-
seq. En el caso de la integrina-α2 se observa un pico de sobreexpresión tras 12 horas de la exposición 
bacteriana lo que lo hace un gen candidato a la respuesta inmune tardía. La molécula con dominios de 
cadherina por el contrario aumenta su expresión en los primeros tiempos posteriores al reto y luego la 
disminuye en los tiempos posteriores, haciéndose un buen candidato de una molécula inmune de 
respuesta temprana. La hidrolasa de carbohidratos también es un candidato inmune de respuesta 
inmediata. Se debe evaluar el comportamiento de estas moléculas en un experimento independiente 
para confirmar los patrones de expresión obtenidos en el presente estudio.    
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TABLA	  14	  Transcritos	  para	  validación	  por	  la	  metodología	  de	  PCR	  en	  tiempo	  real	  
	   	  #	   MÓDULO	   TRANSCRITO	   ARQUITECTURA	   CT1	   CT2	   T1T2	  
1	   RECONOCIMIENTO	   Nematogalectina	   Collagen,Collagen,Gal_Lectin	   1	   0	   0	  
2	   EFECTOR	   Astacina	   Astacin	   1	   0	   -­‐1	  
3	   EFECTOR	   BPI	   LBP_BPI_CETP,LBP_BPI_CETP_C	   1	   0	   0	  
4	   RECONOCIMIENTO	   Integrina_alfa2	   FG-­‐GAP,Integrin_alpha2	   0	   1	   -­‐1	  
5	   RECONOCIMIENTO	  
Proteína	  con	  
dominios	  de	  
Cadherina	  	   Cadherin,Cadherin,Cadherin,Cadherin_C,EGF,Laminin_G_2,Laminin_G_2	   1	   1	   0	  
6	   EFECTOR	  
Hidrolasa	  de	  
Carbohidratos	   Glyco_hydro_18	   1	   1	   0	  
7	   CONTROL	   GAPDH	  
	   	   	   	  8	   CONTROL	   Actin	  
	   	   	   	  
*El número en las columnas 5, 6 y 7 hace referencia a (1) sobre expresión en el tratamiento con respecto al control, (-1) sub-
expresión en el tratamiento con respecto al control y a (0) que no hay cambio en la expresión. Las moléculas sombreadas en 
gris fueron amplificadas por PCR convencional y confirmaron el ensamblaje de novo pero el cambio de la expresión no fue 
confirmado por qPCR. 
 
FIG 22: Validación experimental por qPCR de moléculas diferencialmente expresadas del sistema inmune de H. 
symbiolongicarpus. Caracterización de la proporción del cambio de expresión en el tiempo a través de PCR cuantitativa 
(qPCR) de las moléculas seleccionadas: Integrina-α2, Cadherina e Hidrolasa de Carbohidratos. El eje y indica el número de 
veces que la expresión en las muestras posteriores al reto se encuentra por encima o por debajo de los niveles de expresión 
del control. Se utilizó ANOVA de una vía para estudiar la asociación entre el tiempo transcurrido posterior al reto inmune y el 
nivel de expresión de las moléculas seleccionadas. El cambio de concentración de mARN fue la variable dependiente. Un P-
valor igual o inferior a 0,05 fue considerado como significativo. Cada punto de tiempo corresponde al promedio de tres 
réplicas independientes. El análisis fue realizado en R.    
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DISCUSIÓN 
 
1. Primer Transcriptoma de H. symbiolongicarpus Obtenido con Métodos 
de Secuenciación de Segunda Generación 
 
En este trabajo presentamos el primer transcriptoma del cnidario H. symbiolongicarpus obtenido a 
través de secuenciación de segunda generación (illumina) a partir de un solo tamaño de inserto en las 
librerías de secuenciación (300 pb). El transcriptoma ensamblado de novo tiene un total de 116,924 
secuencias que denominamos transcritos, oscilando entre los tamaños 201 y 14,407 pb, con un valor 
promedio de longitud de 981 pb. El estadístico N50 fue de 1539 pb de longitud, lo que hace a este 
ensamblaje comparable con los ensamblajes de organismos no modelo secuenciados recientemente. 
Para ejemplos de lo anterior ver [94] y [98]. De todos los transcritos ensamblados se encontró que 
72,710 tenían similaridad significativa con secuencias consignadas en bases de datos públicas, 
generando anotaciones electrónicas automáticas válidas. Por el contrario, 44,214 genes no pudieron 
ser anotados ya que no obtuvieron una coincidencia con secuencias en las bases de datos utilizadas. 
Comparado con las 12,930 secuencias disponibles actualmente para especies de la familia 
Hydractiniidae en la base de datos de nucleótidos del NCBI (ver marco teórico), este estudio significa 
claramente un enriquecimiento en la información genómica de este taxón que será pública para 
beneficiar a la comunidad científica internacional.    
Respecto a la eficiencia del proceso de secuenciación, se cuestiona sobre el alto porcentaje de 
lecturas que debieron ser descartadas para poder realizar el ensamblaje de novo, el cual es muy 
superior al de todos los otros ensamblajes revisados (Tabla 6). Este esfuerzo de muestreo 
desperdiciado se podría aprovechar subdividiendo la línea de secuenciación de Illumina (indexing o 
barcoding) en una mayor cantidad de muestras, ya que particularmente la normalización digital 
demuestra que sólo un tercio del esfuerzo de secuenciación es no redundante y útil para el 
ensamblaje. Esto también soporta el argumento presentado por Francis et al, (2013), en el que afirman 
que la inclusión de todos los datos disponibles generalmente no conduce a mejores ensamblajes, sino 
que por el contrario, se deberían escoger sub-muestras de tamaño definido de los datos para generar 
los ensamblajes de novo. El alto porcentaje de secuencias con anotaciones válidas y la presencia de 
las vías metabólicas básicas completas evaluada por el KAAS (Tabla 8) sugieren que muchos de los 
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transcritos obtenidos son producto de un proceso de ensamblaje correcto y que se obtuvo una muestra 
representativa del transcriptoma de este organismo.   
En este ensamblaje predominan los fragmentos de tamaño inferior a 1,000 pb, correspondientes al 
67% de todos los transcritos ensamblados. En Francis et al, (2013) sugieren que el alto porcentaje de 
fragmentos pequeños puede deberse al uso de tejido del cuerpo completo del animal, el cual expresa 
una gran proporción del genoma y genera errores y ensamblajes quiméricos en el proceso de 
ensamblaje. En dicho estudio obtuvieron resultados similares con un hidrozoo sifonóforo, cuya colonia 
incluye zooides en todos los estados del desarrollo lo que hace más complejo el perfil de expresión en 
una muestra de cuerpo completo. Una forma de comprobar esta explicación es realizando 
experimentos de secuenciación y ensamblajes independientes con muestras provenientes de cada tipo 
de pólipo y de la mata estolonal por separado. Intuitivamente la separación anatómica de las muestras 
llevaría a poblaciones homogéneas de ARN y generaría menos ruido a la hora del ensamblaje. 
Definitivamente se puede concluir que una mayor cobertura no aumentará el tamaño promedio de los 
fragmentos ensamblados, ya que el exceso de cobertura conlleva a altos niveles de redundancia que 
no ayudan al ensamblaje. Sin embargo, incluir mayores tamaños de inserto en las librerías de 
secuenciación podría ayudar a recuperar transcritos largos (mayores a 3000 pb) con mayor facilidad.     
Las secuencias ensambladas fueron comparadas con las bases de datos curadas de NCBI/RefSeq y 
Uniprot/SwissProt, de las cuales 72,710 obtuvieron anotaciones válidas, lo que representa 62,19% de 
las secuencias ensambladas. Este porcentaje resulta mayor que el obtenido para otros cnidarios como: 
A. pallida (49,6%) [86] y A. palmata (57%) [87], o para otros organismos no modelo como la almeja R. 
philippinarum (44,7%) [98] y el pepino de mar A. japonicus (39%) [128]. Esto se puede deber a que 
usamos un umbral de e-valor del resultado del algoritmo BLAST más relajado (1e-5) aunque 
significativo, y a que comparamos con un mayor número de bases de datos que el promedio de los 
estudios. Se evaluó a qué taxón pertenece la molécula que generó la anotación de los transcritos por 
tener mejor puntaje de la comparación con el algoritmo BLAST. En el caso de la base de datos de 
Uniprot/Swissprot (Figura 11A) las cinco primeras especies que generaron las anotaciones para 
30,692 secuencias pertenecen a H. sapiens, M. musculus, R. norvegicus, D. melanogaster y D. rerio, 
lo que evidencia el sesgo de esta base de datos hacia los organismos modelo típicamente estudiados 
en genética. El primer cnidario en esta base de datos es N. vectensis y aparece en la posición 23, 
siendo el mejor resultado de BLAST para 126 secuencias únicamente, lo que evidencia que la 
representación de secuencias de este organismo y en general del filo en la base de datos es escasa y 
debe ser enriquecida en el futuro, manteniendo el estándar de la base de datos como de alta calidad 
por hacerse curación manual. Para la base de datos NCBI/RefSeq (Figura 11B) las dos primeras 
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especies de los conteos son H. magnipapillata y N. vectensis que son el mejor resultado de blast para 
24,000 secuencias, mientras que M. musculus y H. sapiens, los de mayor conteo en la otra base de 
datos, están en las posiciones 18 y 20, con 777 y 664 mejores resultados respectivamente. Esto 
evidencia el mayor nivel de inclusión de diferentes taxones en esta base de datos. Esta anotación 
automática, aunque útil por permitir evaluar preliminarmente la posible función de los transcritos 
ensamblados, debe ser depurada manualmente para poder determinar cuales transcritos pueden estar 
cumpliendo efectivamente la función asignada según su estructura. Una desventaja de la anotación 
automática con el algoritmo BLAST es que tiene una alta incidencia de falsos positivos que no fueron 
evaluados en este trabajo.    
El análisis de BLAST recíproco con otras especies permitió hallar grupos de posibles ortólogos a 
diferentes niveles taxonómicos. Sólo un 2,5% de los transcritos ensamblados para el transcriptoma de 
H. symbiolongicarpus son posibles ortólogos compartidos por todos los cnidarios con genomas 
secuenciados, mientras que los transcritos compartidos entre hidrozoos representa el 8,9% del 
transcriptoma aquí presentado. Los hidrozoos corresponden a un taxón derivado con relación al grupo 
de los antozoos y en general han mostrado una divergencia genética significativa con respecto a su 
grupo hermano [154], lo que puede explicar por qué se comparten tan pocos transcritos. Los conteos 
de secuencias únicas en las especies de cnidarios son excesivamente altos, correspondiendo al 61,2% 
en el caso del transcriptoma de H. symbiolongicarpus. Este fenómeno se puede deber a que muchas 
secuencias corresponden a regiones 5’ o 3’ de transcritos que varían bastante y no alcanzan a 
conservar evidencia de homología o a genes de mutación rápida como se propone en el estudio de 
Moreira et al, (2012), en el que se hace un análisis similar. El número de transcritos posiblemente 
ortólogos entre H. symbiolongicarpus y los animales modelo bilaterales es ligeramente mayor, 
correspondiendo a 3% de las secuencias aquí presentadas, pero el fenómeno de número alto de 
secuencias no compartidas con otras especies por BLAST recíproco también se repite. Como se 
mencionó anteriormente, las pocas secuencias compartidas por BLAST recíproco entre las dos 
especies hermanas se puede deber también al poco número de secuencias disponibles para H. 
echinata y a que se trata de datos transcriptómicos que varían según el contexto ambiental. Se 
esperaría que a nivel genómico el número de genes compartidos aumentara considerablemente.    
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2. Respuesta Transcriptómica de H. symbiolongicarpus Frente al Reto 
Bacteriano 
	  
Uno de los principales interrogantes del presente trabajo es si la exposición de H. symbiolongicarpus a 
altas concentraciones de bacterias conduce a cambios en la expresión de genes del sistema inmune. 
Este tratamiento fue adoptado a partir de trabajos anteriormente publicados [9, 11], destinados a medir 
el cambio de expresión de un único transcrito. En el primer caso, con la molécula de ramnospondina, 
no se detectó expresión diferencial y en el segundo, con la molécula de CnPolydom, si se detectó. El 
hecho de haber descubierto expresión diferencial estadísticamente significativa tras el análisis in silico, 
sugiere que es una metodología eficiente para hallar una población de transcritos relacionados con el 
sistema inmune. Sin embargo, el tratamiento no asegura la adhesión de las bacterias al tejido del 
hidrozoo, ni la exposición a endotoxinas o a moléculas producto de genes de virulencia. Es por ello 
que el estudio podría complementarse con retos inmunes directamente con endotoxinas como LPS o 
con bacterias tratadas con choque térmico que aseguren la exposición del hidrozoo a los patrones 
moleculares bacterianos.     
De cualquier manera, el tratamiento permitió descubrir transcritos de todos los módulos del 
inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus que presentan expresión diferencial. Entre las vías 
metabólicas evaluadas con KEGG, ninguna cambia su expresión con el tratamiento en su totalidad y 
únicamente se observa el cambio de expresión de algunos componentes de las vías pero los cambios 
no son coherentes entre todas las moléculas participantes. La proporción de genes sin anotación que 
están diferencialmente expresados se encuentra entre el 17% y el 22%. Estos porcentajes son 
menores que el observado para todo el transcriptoma. Entre esos transcritos se pueden encontrar 
algunos que sean taxón específicos relacionados con el sistema inmune, como podría ser el caso de 
los péptidos antimicrobianos. Es interesante estudiar dichos transcritos más a fondo, icluyendo  su 
estructura tridimensional, para determinar si efectivamente participan en la respuesta inmune.   
 
3. Las Moléculas que participan en el Sistema Inmune de H. 
symbiolongicarpus   
 
La anotación con términos de GO permitió estimar preliminarmente qué proporción de los transcritos 
anotados con la base de datos de Uniprot/SwissProt (53,702) se dedica a los diferentes procesos 
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biológicos. Únicamente el 1% se dedicaría a procesos relacionados con el sistema inmune 
exclusivamente, mientras que otro 1% se dedicaría al proceso de muerte, que aunque no es exclusivo 
del sistema inmune, comparte una estrecha relación con este y es de interés en el presente estudio. La 
aproximación del análisis de expresión diferencial dio un total de 5,988 transcritos diferencialmente 
expresados entre el tratamiento en sus dos tiempos y el control, lo que relacionaría 5% del 
transcriptoma al sistema inmune. Sin embargo, se trata de una respuesta transcriptómica completa a 
una alteración ambiental y lo más probable es que sólo una fracción de estas moléculas estén 
directamente involucradas en inmunidad. El inmunotranscriptoma extraído con ayuda de la lista de 
palabras clave sumó un total de 7,831 secuencias con posible implicación en el sistema inmune (6,7% 
del transcriptoma), las cuales fueron filtradas por su arquitectura evaluada con la ayuda de Pfam para 
extraer únicamente las más interesantes para la construcción de nuestro modelo del sistema inmune 
de H. symbiolongicarpus.    
Son de particular interés en el módulo de reconocimiento las moléculas con repeticiones de dominios 
de moléculas típicas de adhesión, especialmente aquellas con dominios de integrina y cadherina, 
aunque ninguna de ellas presentara una arquitectura canónica. Las moléculas de adhesión de las 
uniones adherentes (cadherinas) se encuentran ampliamente distribuidas a nivel taxonómico desde 
protistas coanoflagelados, incluyendo todos los taxones animales estudiados hasta la fecha, aunque 
con particularidades estructurales [137]. Estas moléculas fueron fundamentales para el origen de la 
multicelularidad, en cuyo proceso jugaron un papel determinante en el reconocimiento de células 
propias para la formación de tejidos. No se ha comprobado que todas las moléculas con repeticiones 
de dominios de cadherina tengan una dedicación exclusiva en adhesión y se han visto involucradas en 
procesos de señalización e incluso de reconocimiento [62]. Lo mismo es cierto para la integrinas que 
son moléculas típicas de metazoos, se encuentran desde las esponjas hasta los cordados y son 
responsables de la interacción entre la célula y la matriz extracelular, una función que también implica 
un reconocimiento que podría tener un papel en el contexto inmune [137]. Esta diversidad de 
transcritos con arquitectura similar a la de moléculas de adhesión merece más atención en futuros 
estudios, ya que estas moléculas reciben un interés particular en el estudio del sistema inmune por ser 
su función de reconocimiento y unión exclusiva a células propias, lo que fácilmente puede desembocar 
en una función dentro de la inmunología del organismo. Otro punto interesante es la abundancia de 
transcritos codificando únicamente para repeticiones de dominios típicamente de reconocimiento (LRR, 
Inmunoglobulina y TSP1), pero sin ningún dominio conocido de señalización. Este patrón podría 
corresponder a moléculas de opsonización o a moléculas típicamente de reconocimiento que 
necesitan de otras moléculas adaptadoras para transmitir la señal. Algunos de los transcritos 
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codificando para lectinas Tipo C, lectinas de unión a ramnosa y galectinas, presentando arquitecturas 
canónicas, probablemente tendrán un papel en inmunidad. 
Una característica general de todos los cnidarios con suficiente información de secuencia hasta la 
fecha, es que poseen abundantes transcritos codificando únicamente para dominios NACHT, que son 
dominios de oligomerización por excelencia y participan en la formación del inflamosoma en 
vertebrados [47]. Este fenómenos deberá recibir mayor atención en el futuro en estudios del 
funcionamiento del sistema inmune en cnidarios. La ausencia de receptores TLR, NLR y de la variedad 
de receptores Scavenger ricos en cisteína (SRCR) es una característica común con Hydra y podría 
indicar un camino evolutivo diferente que tomó este taxón en la rama del sistema inmune con relación 
a su grupo hermano de los antozoos.  
En cuanto al módulo de señalización, se destaca la ausencia de componentes centrales de las vías de 
TLRs, NLRs, TGF-ß, Hedgehog y Jak-STAT. Los otros componentes si presentes, podrían ser 
reclutados en otras vías, pero por la información encontrada en el presente trabajo no se puede sugerir 
que estas vías sean funcionales en el contexto inmune de H. symbiolongicarpus. Por el contrario el 
sistema inmune podría señalizar a través de las vías encontradas de MAPK, Notch, Wnt, receptor de 
insulina, Apoptosis y PI3K. Todas estas vías se han visto involucradas en inmunidad en distintos 
modelos animales.  
El módulo efector del sistema inmune de H. symbiolongicarpus se caracteriza por ser rico en proteasas 
y peptidasas como: Astacina, Catepsina y Tripsina; en inhibidores de serin-proteasas tipo Kazal, 
Serpina, Alfa-2-macroglobulina y Antistasina; proteínas de choque; sintasas de óxido nítrico; quitinasas 
y BPI. Resalta la ausencia de componentes del sistema complemento, mientras que en antozoos se 
han identificado al menos los componentes C3, Factor B y MASP (serin-proteasas de unión a manosa 
asociadas a proteínas, del inglés mannan-binding protein-associated serine proteases) [78]. Al igual 
que en el caso de los receptores TLR, parece ser una rama del sistema inmune de animales que ha 
desaparecido en este hidrozoo cuyo lugar debe tomar otro grupo de proteínas. Anteriormente se han 
encontrado transcritos similares a Alfa-2-Macroglobulina en Hydra al igual que en el presente estudio 
[48]. En cuanto a los péptidos antimicrobianos, su estructura es diversa y es muy difícil predecir su 
función de manera automática. Además en cnidarios parece ser generalizado el fenómeno de que 
estos péptidos sean taxón específicos, como sucede con la Aurelina en Aurelia aurita [73] y como 
sucede con múltiples péptidos antimicrobianos de Hydra [41]. Este tipo de péptidos en H. 
symbiolongicarpus debe ser descubierto realizando pruebas de actividad en lisados celulares y luego 
identificando los péptidos asociados a la actividad antimicrobiana.  
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4. Una Propuesta de Modelo de Inmunidad para el Organismo H. 
symbiolongicarpus 
 
En las anteriores secciones se listan las moléculas de H. symbiolongicarpus que pueden participar en 
el sistema inmune de este organismo. Entre las moléculas diferencialmente expresadas y las 
encontradas con palabras clave pueden encontrarse las moléculas de interacción con bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, tanto en el caso en que sean patogénicas como en el caso de que se trate 
de la microbiota comensal. Este trabajo propone un grupo de componentes para cada módulo del 
sistema inmune como se muestra en la figura 23. La investigación con el fin de caracterizar el sistema 
inmune de este cnidario debe continuar en dos direcciones: la primera es comprobar si las moléculas 
listadas tienen efectivamente una función en inmunidad realizando pruebas funcionales experimentales 
y la segunda es esclarecer la manera como los módulos interactúan entre ellos detectando el peligro 
en un ambiente siempre cambiante, señalizando múltiples estímulos simultáneos para al final lograr 
mantener el balance homeostático.   
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FIG 23: Modelo del Sistema inmune de H. symbiolongicarpus. Se muestran las moléculas de los diferentes módulos 
propuestos y cómo articularían una respuesta inmune ante la presencia de patógenos y también cómo realizarían el 
monitoreo de la microbiota comensal.  
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
1. El experimento del reto inmune permitió detectar una población de transcritos diferencialmente 
expresados con posible función dentro del sistema inmune, correspondientes a los módulos de 
reconocimiento, señalización y efector, lo cual se puede considerar como una respuesta 
integral a un fenómeno ambiental. Estudios de expresión diferencial con otros tratamientos 
directamente involucrando toxinas u otro tipo de agentes que despierten una respuesta inmune 
podrían ayudar a complementar la lista presentada en este trabajo. La validación experimental 
de cambio de expresión evaluada por qPCR mostró efectivamente para los transcritos 
estudiados que el cambio de expresión detectado in silico está presente en las muestras 
estudiadas.  
 
2. También se presenta el primer transcriptoma de H. symbiolongicarpus secuenciado con 
tecnología de segunda generación, aportando un total de 116,924 secuencias a la información 
genómica disponible para esta especie. Aunque no se disponía de un genoma de referencia 
para realizar el ensamblaje, la presencia de las principales vías metabólicas básicas y el alto 
número de coincidencias de secuencias ensambladas con secuencias previamente 
consignadas en las bases de datos públicas, permiten evidenciar que el proceso de ensamblaje 
de novo, aunque no se encuentre libre de errores, logra obtener fragmentos reales presentes 
en la naturaleza. Esto también está soportado por las validaciones experimentales por PCR.  
 
3. El inmunotranscriptoma de H. symbiolongicarpus se caracteriza por poseer una gran diversidad 
de transcritos que codifican para lectinas, moléculas de adhesión, peptidasas, proteasas e 
inhibidores de proteasas. Ahora se debe determinar cuales de estas moléculas participan 
efectivamente en la respuesta inmune de este organismo mediante análisis funcionales.  
 
4. Moléculas con dominios típicos de reconocimiento como LRRs, inmunoglobulinas y lectinas 
mostraron una expresión diferencial ante el tratamiento, así muchas de ellas no tengan la 
arquitectura canónica de los receptores de patrones moleculares representativos de otros 
sistemas inmunes animales. También muchas moléculas que se propone pueden participar en 
el brazo efector del sistema inmune como BPI, Astacina, proteasas y proteinasas mostraron 
expresión diferencial.   
 
	   107	  
5. En general, el sistema inmune de H. symbiolongicarpus se parece al de Hydra, el organismo 
más cercano del cual se dispone información genómica. La pérdida de componentes 
ancestrales del sistema inmune como los TLR, NLR, el sistema complemento y los receptores 
Scavenger, sugiere que debe haber otra maquinaria molecular encargada de suplir esas 
necesidades para enfrentar el universo de microorganismos al que están expuestos todos los 
animales. El transcriptoma presentado en este trabajo muestra un espectro de moléculas que 
pueden estar cumpliendo esas funciones.     
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ANEXOS 
ANEXO 1 Histogramas de Calidad de los Datos Antes y Después del Pre-procesamiento 
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ANEXO 2 Distribución de Tamaños de Fragmentos Ensamblados entre 3,400 y 14,499 pb 
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ANEXO 3 Distribución de Tamaños de los Fragmentos Ensamblados sin Anotación  
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ANEXO 4 Mapas de Rutas Metabólicas Generados por KAAS  
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Todos los anteriores son mapas generados automáticamente por el servidor de anotación automática 
de KEGG KAAS. Los recuadros sombreados en verde indican los genes para los cuales se encontró al 
menos una secuencia con similaridad significativa en el transcriptoma de H. symbiolongicarpus.  
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ANEXO 5 Gráfico MDS de las tres Librerías  
	  
	  
Gráfico de Escalamiento Multidimensional que representa geométricamente las tres 
muestras en un plano bidimensional. C1 hace referencia a la especie H. 
symbiolongicarpus y respectivamente C, T1 y T2 hacen referencia a las muestras: 
control, tiempo temprano y tiempo tardío. En este gráfico se pueden interpretar como 
similares los puntos cercanos en el espacio, es decir que las tres muestras son 
diferentes y las más similares entre sí son el control y el tiempo temprano post-reto.  
Esta gráfica no nos permite agrupar las muestras por similaridad de manera 
satisfactoria.   
 
